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Abstract 
 
Human enteroviruses belong to genus enterovirus of Picornaviridae family. 
Their genome is a positive sense single-strand RNA, which consists of a highly 
conserved 5’- UTR, an Open Reading Frame (ORF), a 3’-UTR and a poly(A)- tract. 
The members of this genus are characterized by their non-enveloped icosahedral 
capsid of two-,three- and five-fold symmetry, which is made up of 60 copies of 
pentameric intermediates of 4 proteins: VP1, VP2, VP3 and VP4. Most enterovirus 
infections are asymptomatic and occur more frequently in men than in women. On the 
other hand, these viruses can cause a range of distinct clinical syndromes leading to 
diseases. 
 The most well-studied enterovirus is poliovirus, because of the emergence of 
poliomyelitis and the need for its eradication. 
 In the present thesis, the serological status of four people age groups 1-10, 11-
20, 21-30, 31-40  against six recombinant and one non-recombinant non-polio 
enteroviruses was determined. The experimental procedure that was followed 
constituted from the calculation of viral titre for each of the six strains and the serum 
neutralization test, able to detect any protection against these viruses in the age groups 
1-10, 11-20, 21-30, 31 -40 years.  
According to the results of the serum neutralization test, there were detected 
antibodies for  three of the seven enteroviruses in all age groups,  in one of them the 
protection seems to exist only in the age group of 11-20 and 31-40, while no 
antibodies were detected against three strains. These results suggest that for some 
strains are quite good levels of immunity and possibly the population of central 
Greece might be protected in the case of circulation of similar serotypes in the future. 
However, it remains unknown whether these antibodies can protect against a possible 
entrance into the population of new recombinant enterovirus variants. 
 
              
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 10:16:25 EET - 137.108.70.7
v 
 
Περίληψη 
 
Οι ανθρώπινοι εντεροϊοί ανήκουν στο γένος των εντεροϊών της οικογένειας 
Picornaviridae. Τo γένωμα τους είναι μονόκλωνο RNA θετικής πολικότητας και 
αποτελείται από μία υψηλά συντηρημένη 5΄-αμετάφραστη περιοχή, ένα ανοικτό 
πλαίσιο ανάγνωσης, μία 3΄-αμετάφραστη περιοχή και μία πολύ(Α)-ουρά. Τα μέλη του 
γένους αυτού χαρακτηρίζονται από το μη-ελυτροφόρο εικοσαεδρικό καψίδιο μ που 
αποτελείται από 60 αντίγραφα πενταμερών 4 πρωτεινών. Οι περισσότερες λοιμώξεις 
των εντεροϊών είναι ασυμπτωματικές, και εμφανίζονται πιο συχνά σε άνδρες από ότι 
σε γυναίκες.  Από την άλλη πλευρά, αυτοί οι ιοί μπορούν να προκαλέσουν ένα φάσμα 
από διακριτά κλινικά σύνδρομα  οδηγώντας σε ασθένειες.   
Ο καλύτερα μελετημένος εντεροιός, είναι ο πολιοιός, εξαιτίας της εμφάνισης 
της πολυμυελίτιδας και της ανάγκης για την εξάλειψή της. 
Στην συγκεκριμένη εργασία πραγματοποιήθηκε έλεγχος του επιπέδου ανοσίας 
ατόμων τεσσάρων ηλικιακών ομάδων 1-10, 11-20, 21-30, 31-40 ετών έναντι  έξι 
ανασυνδυασμένων και ενός μη ανασυνδυασμένου μη-πόλιο εντεροιών. Η 
πειραματική διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν:, υπολογισμός του ιικού φορτίου για 
καθένα από τα έξι στελέχη και η δοκιμή της οροεξουδετέρωσης, ικανή για να 
εντοπίσει τυχόν προστασία έναντι αυτών των ϊών στις ηλικιακές ομάδες 1-10, 11-20, 
21-30, 31-40 ετών . 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της οροεξουδετέρωσης για τρεις από τους εφτά 
εντεροϊούς υπάρχει ανοσία σε όλες τις ηλικιακές ομάδες, για έναν προστασία 
φαίνεται να υπάρχει μόνο στην ηλικιακή ομάδα των 11-20 και 31-40, ενώ δεν 
ανιχνεύτηκαν αντισώματα έναντι τριών στελεχών. Κάποια από τα στελέχη αυτά 
φαίνεται να κυκλοφόρησαν στον πληθυσμό της Κεντρικής Ελλάδας, παράγοντας 
αντισώματα. Τα αποτελέσματα αυτά  οδηγούν στο συμπέρασμα ότι για κάποια 
στελέχη υπάρχουν αρκετά καλά επίπεδα ανοσίας και ενδεχομένως ο πληθυσμός της 
Κεντρικής Ελλάδας να είναι προστατευμένος σε ενδεχόμενη κυκλοφορία παρόμοιων 
οροτύπων στο μέλλον. Εντούτοις, παραμένει άγνωστο αν αυτά τα αντισώματα 
μπορούν να προστατέψουν σε ενδεχόμενη είσοδο στον πληθυσμό εξαιρετικά 
εξελιγμένων νέων στελεχών που φέρουν άλλους ανασυνδυασμούς.   
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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
   
1.1 ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ 
 
 Οι εντεροϊοί ανήκουν στην οικογένεια ιών Picornaviridae. Είναι ιοί χωρίς 
έλυτρο και το γένωμά τους αποτελείται από μονόκλωνο RNA (ssRNA) θετικής 
πολικότητας. Η οικογένεια αυτή των ιών περιλαμβάνει κι άλλους παθογόνους ιούς 
των ανθρώπων και των θηλαστικών όπως ο ιός της ηπατίτιδας Α, ο πολιοϊός, ο 
ρινοϊός και ο FMDV (foot and mouth disease virus). Το όνομα της οικογένειας αυτής 
των ιών είναι σύνθετο, καθώς αναφέρεται στο μικρό μέγεθος των ιών (pico), και τον 
τύπο του νουκλεϊκού οξέος που απαρτίζει το ιικό γένωμα (RNA)[Adams M.J. et al 
(2013)].  
 
1.1.1 Ταξινόμηση των εντεροϊών 
 
 Η οικογένεια των ιών Picorna αποτελείται από εικοσιέξι γένη: Aphthovirus, 
Aquamavirus, Avihepatovirus, Avisivirus, Cardiovirus, Cosavirus, Dicipivirus, 
Enterovirus, Erbovirus, Gallivirus, Hepatovirus, Hunnivirus, Kobuvirus, Megrivirus, 
Mischivirus, Mosavirus, Oscivirus, Parechovirus, Pasivirus, Passerivirus, Rosavirus, 
Salivirus, Sapelovirus, Senecavirus, Teschovirus and Tremovirus [(Adams M.J. et al., 
(2013), Knowles N.J. et al., (2012)]. Όσον αφορά τους εντεροϊούς, υπάρχουν δώδεκα 
διακριτά γένη με διάφορους οροτύπους ο καθένας. (πίνακας 1.1.1.2) 
            Το γένος των εντεροϊών είναι το πιο σημαντικό ως προς τις ασθένειες που 
προκαλούν τα μέλη του στον άνθρωπο και απαρτίζεται από τους πολιοϊούς (3 
oρότυποι), τους ιούς Coxsackie A (23 oρότυποι) και  Β (6 oρότυποι), τους Echo ιούς 
(28 oρότυποι), αλλά και άλλους εντεροϊούς που δεν έχουν ταξινομηθεί σε αυτές τις 
κατηγορίες, αλλά έχουν αριθμηθεί με βάση τη σειρά αναγνώρισής τους (εντεροϊοί 68-
71). Οι εντεροϊοί πολλαπλασιάζονται στον πεπτικό σωλήνα, και είναι ανθεκτικοί στο 
χαμηλό pH. 
Οι ιοί picorna είναι από τους πιο απλούς RNA ιούς, έχοντας ένα ισχυρά 
δομημένο καψίδιο. Άσχετα από το μικρό και περιορισμένο τους μέγεθος, η εξέλιξη 
στους ιούς picorna οδηγεί στη δημιουργία ενός μεγάλου αριθμού εύκολα διακριτών 
μελών, των επονομαζόμενων αντιγονικών οροτύπων. 
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Κάθε ορότυπος συσχετίζεται με την ανοσολογική απόκριση του ανθρώπου 
ξενιστή , την προστασία από την ασθένεια, αλλά και τη χρήση των υποδοχέων. Ο 
ορότυπος προσδιορίζεται από τις συνδετικές θηλιές και τα C- τελικά άκρα των 
καψιδιακών πρωτεϊνών που περιβάλλουν την εξωτερική επιφάνεια του ιοσωμάτιου. 
Αυτά περιλαμβάνουν τις κύριες αντιγονικές θέσεις του ιού. Μεταλλάξεις σε αυτές τις 
θέσεις μπορούν να προσδώσουν ανθεκτικότητα έναντι των μονοκλωνικών 
αντισωμάτων. 
Οι συσχετισμοί αυτοί με βάση τις ασθένειες, παρ’ όλα αυτά, έχουν μόνο 
μερική σχέση με την αρχική ταξινόμηση των εντεροϊών σε πολιοϊούς, ιούς coxsackie 
A ή Β και ιούς echo, η οποία έγινε βασισμένη στην βιολογική ενεργότητα και νόσο: 
ανθρώπινη νόσος του ΚΝΣ με χαλαρή παράλυση (πολιοϊοί) - χαλαρή παράλυση σε 
νεογνά ποντίκια, ανθρώπινη νόσος του ΚΝΣ και στοματικές φλύκταινες (ιοί 
coxsackie A) – σπαστική παράλυση σε νεογνά ποντίκια και ανθρώπινη καρδιακή 
νόσος και νόσος του ΚΝΣ (ιοί coxsackie B). Ανάμεσα στις ομάδες αυτές, οι ιοί 
μπορούν να ξεχωρίσουν βάσει της αντιγονικότητας  τους όπως  αυτή προσδιορίζεται 
με την βοήθεια αντι-ορών. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Γένος Εντεροϊών 
Αριθμός  
Οροτύπων 
Enterovirus A 25 
Enterovirus B 61 
Enterovirus C 23 
Enterovirus D 5 
Enterovirus E 4 
Enterovirus F 6 
Enterovirus G 11 
Enterovirus H 1 
Enterovirus J 6 
Rhinovirus A 80 
Rhinovirus B 32 
Rhinovirus C 54 
 Πίνακας 1.1.1.2: Νέα ταξινόμηση των 
εντεροϊών και οι αντίστοιχοι ορότυποί 
τους (Πηγή: ICTV-2013) 
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Αυτές οι αντιγονικές ομαδοποιήσεις, που προσδιορίζουν τον ορότυπο, έγιναν 
περισσότερο πολύπλοκες καθώς αυξάνονταν ο αριθμός των διαφορετικών ιών. Η 
διάκριση μεταξύ οροτύπων άρχισε να περιπλέκεται καθώς ανακαλύπτονταν ιοί που 
σχετίζονταν ελάχιστα αντιγονικά με γνωστούς ορότυπους. Παρά τους περιορισμούς 
αυτούς, ο ορότυπος παραμένει μια ιδιότητα που διαχωρίζει τους διαφορετικούς 
εντεροϊούς [Racaniello V (2007)]. 
 
1.1.2 Δομή και αντιγονικότητα των ιικών σωματιδίων 
 
 Τα ιοσωμάτια του εντεροϊού είναι σφαιρικά με διάμετρο περίπου 30 nm. Τα 
σωμάτια είναι απλά και αποτελούνται από πρωτεϊνικό περίβλημα που περιβάλει το 
γυμνό RNA. Τα ιωσομάτια δεν διαθέτουν λιπιδικό έλυτρο και η μολυσματικότητά 
τους είναι μικρή σε οργανικούς διαλύτες [Melnick JL (1996)]. Οι εντεροϊοί είναι 
σταθεροί σε όξινο περιβάλλον και διατηρούν τη μολυσματικότητά τους σε τιμές pH 3 
και μικρότερες.  
Τα καψίδια των εντεροϊών αποτελούνται 
από τέσσερις δομικές πρωτεΐνες: VP1, VP2, VP3 
και VP4. Σύμφωνα με μελέτες των Caspar και  
Klug πάνω στις αρχές δόμησης των ιών [Caspar 
DL, Klug A. (1962)], ο καλύτερος τρόπος για να 
συναρμολογηθεί ένα κέλυφος με μη ταυτόσημες 
υπομονάδες είναι να διαταχθούν οι πρωτεΐνες με 
εικοσαεδρική συμμετρία. Ο μικρότερος αριθμός 
υπομονάδων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
είναι 60. Το καψίδιο χαρακτηρίζεται από την 
ύπαρξη τριών αξόνων συμμετρίας. Στο κέντρο των 
πενταμερών βρίσκεται ο πενταμερής (5Χ) άξονας 
συμμετρίας, ενώ μεταξύ των πενταμερών 
βρίσκονται ο τριμερής (3Χ) και ο διμερής (2Χ) άξονας συμμετρίας. Τα αποτελέσματα 
μελετών περίθλασης ακτίνων Χ, ηλεκτρονικού μικροσκοπίου και βιοχημικών 
μελετών στα ιοσωμάτια και τα προϊόντα διαχωρισμού τους οδήγησε στην υπόθεση 
ότι τα καψίδια των εντεροϊών αποτελούνται από 60 δομικές πρωτεΐνες διατεταγμένες 
σε εικοσαεδρική κατανομή [Rueckert RR (1969)]. Η αντίληψή μας για την δομή των 
Εικόνα 1.1.2.1: Απεικόνιση 
αξόνων συμμετρίας για το 
σχηματισμό εικοσαεδρικού 
καψιδίου 
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πολιοϊών έκανε ένα μεγάλο άλμα το 1985 όταν οι ατομικές δομές του πολιοϊού τύπου 
1 καθορίστηκαν μέσω κρυσταλλογραφίας ακτινών Χ [Hogle JM et al (1985)]. 
 Ο βασικός λίθος του καψιδίου των εντεροϊών είναι το πρωτομερές (P1), το 
οποίο περιέχει ένα αντίγραφο από κάθε δομική πρωτεΐνη VP1, VP2, VP3 και VP4. Το 
κέλυφος σχηματίζεται από την VP1 έως τη VP3 και η VP4 υπάρχει στην εσωτερική 
επιφάνεια. Η VP1, VP2 και VP3 δεν έχουν καμία αλληλουχική ομολογία, ωστόσο και 
οι τρείς πρωτεΐνες έχουν την ίδια τοπολογία: σχηματίζουν ένα αντιπαράλληλο 
οκταπλό πλέγμα β’-βαρελιού. Η περιοχή αυτή είναι μια γωνιακή δομή που 
σχηματίζεται από δύο αντιπαράλληλα β’-φύλλα. Το ένα β’-φύλλο σχηματίζει τον 
«τοίχο» της γωνίας και το δεύτερο, που έχει μια κάμψη στο κέντρο, σχηματίζει τόσο 
τον «τοίχο» όσο και το «πάτωμα» της γωνίας. Το σχήμα αυτό διευκολύνει το 
πακετάρισμα των δομικών μονάδων για να σχηματίσουν ένα πυκνό και άκαμπτο 
πρωτεϊνικό περίβλημα. Το πακετάρισμα των περιοχών των β’-βαρελιών ενισχύεται 
από ένα δίκτυο επαφών πρωτεΐνης-πρωτεΐνης στο εσωτερικό του καψιδίου, 
συγκεκριμένα γύρω από τον πενταπλό άξονα. Το δίκτυο αυτό, που σχηματίζεται από 
τις Ν-τελικές προεκτάσεις των VP1, VP2, VP3 και VP4, είναι απαραίτητο για την 
σταθερότητα του ιοσωματίου. Η VP4 διαφέρει σημαντικά από τις άλλες τρεις 
πρωτεΐνες στο ότι παρουσιάζει μια εκτεταμένη διαμόρφωση. Η πρωτεΐνη αυτή είναι 
παρόμοια στη θέση και τη διαμόρφωση με τις Ν-τελικές αλληλουχίες των VP1 και 
VP3 και λειτουργεί σαν μια αποσπώμενη Ν-τελική επέκταση της VP2 παρά σαν μια 
ανεξάρτητη πρωτεΐνη του καψιδίου. Περαιτέρω τροποποίηση του Ν-τελικού άκρου 
της VP4, έχει προταθεί  στην συμβολή στην προσκόλληση του ιού σε κυτταρικούς 
υποδοχείς, στην αποδιάταξη του καψιδίου, την απελευθέρωση του γενετικού υλικού 
στο κυτταρικό περιβάλλον αλλά και στη δημιουργία του καψιδίου, κατά τη 
συγκρότηση του ώριμου πλέον ιού (εικόνα 1.1.2.2). 
 Οι κύριες δομικές διαφορές μεταξύ των VP1, VP2 και VP3 οφείλονται στους 
βρόγχους που συνδέουν τα β’-strands και τις Ν- και C-τελικές αλληλουχίες που 
εξέχουν της περιοχής του β’-βαρελιού. Αυτές οι αμινοξικές αλληλουχίες δίνουν σε 
κάθε picorna ιό την ξεχωριστή μορφολογία και αντιγονικότητα. Τα C-τελικά άκρα 
βρίσκονται στην επιφάνεια του ιοσωματίου και τα N-τελικά στο εσωτερικό του, 
δείχνοντας ότι προκύπτουν σημαντικές αναδιατάξεις του P1 προδρόμου κατά τον 
πρωτεολυτικό τεμαχισμό. Τα καρβοξυτελικά άκρα των τριών πρωτεϊνών VP1, VP2 
και VP3 καθώς και οι περισσότερες από τις θηλιές τους περιέχουν τις κύριες 
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αντιγονικές θέσεις (N-Ags) του ιού. Στους πολιοιούς έχουν αναγνωριστεί τέσσερις 
αντιγονικές θέσεις , οι N-AgI, N-AgII, N-AgIIIA και N-AgIIIB, [82 (1999)]. 
 Η N-AgI είναι συνεχόμενη και αποτελείται από τα αμινοξέα 97, 99-101 της VP1 
 Η N-AgII είναι διακοπτόμενη και αποτελείται από τα αμινοξέα 221-224 της VP1 
και τα αμινοξέα 164-172, 270 της VP2. 
 Η  N-AgIIIA αποτελείται από τα αμινοξέα 58-60, 66, 70 και73 της VP3 καθώς 
και 236 της VP2 και 286-290 της VP1. 
 H N-AgIIIB από τα αμινοξέα 75-79 και 144 της VP3 και το αμινοξύ 72 της VP2. 
Σχετικά με την επιφάνεια του ιοσωματίου ανάλυση των δομών των πολιοϊών 
αποκάλυψε ότι έχουν μια συρρικνωμένη τοπογραφία. Μια προεξοχή (plateau), 
βρίσκεται στον πενταπλό άξονα συμμετρίας, περιβαλλόμενος από μία αυλάκωση 
(canyon) και ακόμη μια προεξοχή στον τριπλό άξονα συμμετρίας. Η αύλακα αυτή 
που βρίσκεται σε σταθερή ακτίνα γύρω από τον άξονα πενταπλούς συμμετρίας και 
στα πλάγια της βρίσκονται τμήματα των VP1, VP2 και VP3, αποτελεί την θέση 
πρόσδεσης στους υποδοχείς και είναι αρκετά μικρή, ώστε να αποφευχθεί η 
προσκόλληση των ογκωδών αντισωμάτων 
Στο εσωτερικό των ιοσωμάτων, στον πενταπλό άξονα συμμετρίας, τα Ν-
τελικά άκρα πέντε μορίων της VP3 πρωτεΐνης σχηματίζουν ένα κυλινδρικό 
παράλληλο β’-φύλλο. Η δομή αυτή περιβάλλεται από πέντε τριπλά πλέγματα 
β’φύλλων σχηματισμένα από το Ν-τελικό άκρο των VP4 και VP1. Η ομάδα του 
μυριστικού οξέος συνδεδεμένη στο Ν-άκρο της VP4 επάγει την αλληλεπίδραση 
μεταξύ των δυο αυτών δομών [Chow M. et al (1987)]. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ 
των πενταμερών σταθεροποιούνται από ένα πλέγμα β’-φύλλων, που συντίθεται από 
τέσσερα β’-πλέγματα του VP3 βαρελιού και ένα πλέγμα από το Ν-άκρο της VP1 που 
περιβάλλει ένα διπλό πλέγμα β’-φύλλου του Ν-άκρου της VP2 ενός γειτονικού 
πενταμερούς [Filman DJ et al (1989)]. 
Έχει προταθεί ότι τα καψίδια των Picorna ιών σταθεροποιούνται μέσω 
αλληλεπιδράσεων με το γενωμικό RNA, πρόταση βασιζόμενη σε ευρήματα με τον ιό 
bean pod, ο οποίος σχετίζεται με τους ιούς picorna [Chen ZG et al (1989)]. Ελάχιστες 
πληροφορίες είναι διαθέσιμες σχετικά με την διάταξη του RNA των ιών Picorna. 
Μελέτες που αφορούσαν την ατομική δομή του πολιοϊού P2, έδειξαν ότι οι βάσεις 
του RNA, αλληλεπιδρούν με συντηρημένα αρωματικά κατάλοιπα της VP4 [Lentz 
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KN. et al (1997)]. Η αλληλεπίδραση αυτή μπορεί να παίζει ένα ρόλο στην 
σταθερότητα του καψιδίου ή την απέκδυση. 
 
 
Εικόνα 1.1.2.2: Δομικά χαρακτηριστικά των εντεροϊών.  
Α. Η οργάνωση των δομικών πρωτεϊνών στο γένωμα του ιού.  
Β. Σχηματική αναπαράσταση του καψιδίου του πολιοϊού, όπου φαίνεται το  πακετάρισμα των 
VP1, VP2 και VP3 πρωτεϊνών. Η VP4 βρίσκεται στο εσωτερικό του καψιδίου.  
C. Τρισδιάστα μοντέλα των δομικών πρωτεϊνών VP1, VP2, VP3 και VP4.  
D. Διάγραμμα που απεικονίζει το πώς τα οχτώ β’-πλέγματα κάθε πρωτεΐνης σχηματίζουν μια 
σφηνοειδή δομή με βρόγχους που συνδέουν τα πλέγματα μεταξύ τους.  
Ε. Διάγραμμα τύπου ribbon των VP1, VP2 και VP3 όπου φαίνεται η κοινή δομή β’-βαρελιού. 
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1.1.3 Οργάνωση και δομή του ιικού γενώματος 
 
Το γένωμα των εντεροϊών είναι ένα μονόκλωνο θετικής πολικότητας RNA, 
μήκους περίπου 7.500 νουκλεοτιδίων. Το ιικό RNA είναι μολυσματικό καθώς 
μεταφράζεται κατά την είσοδό του στο κύτταρο με σκοπό να παράγει όλες τις ιικές 
πρωτεΐνες που απαιτούνται για την αναπαραγωγή του ιού. Το RNA των εντεροϊών 
είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένο στο 5’ άκρο( πλούσιο σε G+C) με μια πρωτεΐνη που 
ονομάζεται VPg (Virion Protein, genome linked) [Flanegan JB et al (1977), Lee YF et 
al (1977)]. 
  Η VPg διαφορετικών picorna ιών ποικίλλει σε μέγεθος από 22-24 κατάλοιπα 
αμινοξέων και κωδικοποιείται από ένα μοναδικό ιϊκό γονίδιο. Η VPg είναι 
ομοιοπολικά συνδεδεμένη με το 5’-ουριδυλιωμένο τμήμα του ιικού RNA με δεσμό 
Ο4-(5’-ουριδύλιο)-τυροσίνης. Η VPg πιστεύεται ότι συμβάλλει στον πολλαπλασιασμό 
και εγκλεισμό του γενώματος στο καψίδιο, ενώ δεν είναι απαραίτητη για την 
μόλυνση κυττάρων από τους εντεροϊούς.. Το mRNA των εντεροϊών διαφέρει από το 
ιικό RNA μόνο στην έλλειψη της VPg. Τα ιικά mRNA που αλληλεπιδρούν με τα 
κυτταρικά ριβοσώματα δεν φέρουν τη VPg πρωτεΐνη, αλλά περιέχουν μόνο ουριδινο-
5’-φωσφορικό (pU) στα 5’ άκρα τους [Nomoto 
A. et al (1977), Pettersson RF et al (1977)]. Η 
αφαίρεση της VPg από το ιικό RNA καταλύεται 
από μια πρωτεΐνη του ξενιστή που ονομάζεται 
ένζυμο διαχωρισμού [Ambros V. et al (1978)]. 
Η VPg βρίσκεται στις νεοσυντιθέμενες RNA 
αλυσίδες του αντιγραφικού ενδιάμεσου RNA 
και στα αρνητικής πολικότητας RNAs, κάτι που 
οδήγησε στην ανακάλυψη ότι η VPg είναι ένας 
εκκινητής για τη σύνθεση του RNA [Nomoto A, 
Kitamura N. et al (1977), Pettersson RF. et al 
(1978)].  
Η ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας απεκάλυψε αρχικά ότι οι 5’ μη-
κωδικές περιοχές των εντεροϊών είναι μακριές και υψηλά δομημένες. Η περιοχή αυτή 
του γονιδιώματος περιέχει αλληλουχίες που ελέγχουν την αντιγραφή και τη 
μετάφραση του γενώματος, ενώ η ύπαρξη δευτεροταγούς δομής φαίνεται να 
επηρεάζει τη σταθερότητα του RNA. Η 5’ μη-κωδική περιοχή περιέχει την εσωτερική 
Εικόνα 1.1.3.1: Η 5’ αμετάφραστη 
περιοχή των εντεροϊών μαζί με το 
IRES. 
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ριβοσωμική θέση εισόδου (IRES-Internal Ribosome Entry Site) που κατευθύνει τη 
μετάφραση των mRNA με εσωτερική σύνδεση στα ριβοσώματα [Racaniello V. 
(2007)]. 
Η 3’ μη-κωδική περιοχή των εντεροϊών είναι μικρή, περίπου 72-100 
νουκλεοτίδια, και φέρει επίσης μια δευτεροταγή δομή, που εμπλέκεται στον έλεγχο 
της σύνθεσης του ιικού RNA [Jacobson SJ et al (1993)]. Ωστόσο, δεν απαιτείται 
ολόκληρη η 3’ μη-κωδική περιοχή των εντεροϊών για τη μόλυνση των 
κυττάρων[Brown DM. et al (2005), Todd S. et al (1997)]. Τόσο το ιικό RNA όσο και 
το mRNA των εντεροϊών φέρει μια πολύ(Α) ουρά [Yogo Y, Wimmer E. (1972)]. Το 
αρνητικής πολικότητας RNA φέρει μια 5’ πολύ(U) ουρά, η οποία αντιγράφεται για να 
σχηματίσει την πολύ(Α) του θετικού κλώνου [Yogo Y. et al (1974)]. Ιικό RNA από 
το οποίο έχει αφαιρεθεί η πολύ(Α) ουρά δεν είναι πια μολυσματικό [Spector DH, 
Baltimore D. (1974)]. 
 Βιοχημικές μελέτες που έγιναν σε μολυσμένα κύτταρα από πολιοϊούς, 
προέβλεψαν την παρουσία ενός μοναδικού και μεγάλου ανοιχτού πλαισίου 
ανάγνωσης (ORF) στο ιικό RNA, το οποίο επεξεργάζεται στη συνέχεια για να 
σχηματίσει τις μεμονωμένες ιικές πρωτεΐνες [Summers DF, Maizel JV (1968)]. Η 
υπόθεση αυτή επαληθεύτηκε όταν καθορίστηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία του 
γενώματος των πολιοϊών, κάτι που αποκάλυψε ότι το ιικό RNA κωδικοποιεί για ένα 
μοναδικό ORF [Kitamura N. et al ( 1981), Racaniello VR, Baltimore D. et al (1981)]. 
Παρόμοια στρατηγική γονιδιακής έκφρασης πραγματοποιείται κατά την αντιγραφή 
όλων των picornaviruses.  Η αρχική πολυπρωτεΐνη τεμαχίζεται κατά την μετάφραση, 
έτσι ώστε το πλήρες προϊόν να μην εμφανίζεται. Ο τεμαχισμός γίνεται από 
πρωτεϊνάσες που κωδικοποιούνται από το ιικό γένωμα για να αποδώσουν στο τέλος 
11 με 12 τελικά προϊόντα τεμαχισμού. Μερικά από τα πρόδρομα ατεμάχιστα μόρια 
έχουν επίσης ορισμένες λειτουργίες κατά την αντιγραφή.  
Η πολυπρωτεΐνη χωρίζεται σε τρείς περιοχές: Ρ1, Ρ2 και Ρ3. Η Ρ1 περιοχή 
κωδικοποιεί για τις πρωτεΐνες του ιικού καψιδίου, ενώ οι Ρ2 και Ρ3 περιοχές 
κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην περαιτέρω πρωτεϊνική 
επεξεργασία (2Αpro, 3Cpro, 3CDpro) και την αντιγραφή του γενώματος (2Β, 2C, 3AB, 
3B
VPg
, 3CD
pro
, 3D
pol
), ενώ ταυτόχρονα διατηρούνται φυλογενετικά περισσότερο από 
την περιοχή που κωδικοποιεί για τις δομικές-καψιδιακές πρωτείνες. (εικόνα 1.1.3.2) 
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1.1.3.2: Οργάνωση του γενώματος των εντεροϊών. Πάνω: διάγραμμα του ιικού RNA γενώματος, με την VPg πρωτεΐνη στο 5’άκρο, το 5’UTR, τα γονίδια των 
δομικών και μη- δομικών πρωτείνών, την 3’ UTR και την πολύ(Α) ουρά. Κάτω: Ο τεμαχισμός της αρχικής πολυπρωτεΐνης αρχικά σε τρεις περιοχές Ρ1,Ρ2 και 
Ρ3, στη συνέχεια στα ενδιάμεσα των ιικών πρωτεϊνών και τέλος στις τελικές πρωτεΐνες του ιού. 
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1.2 ΚΥΚΛΟΣ ΖΩΗΣ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ 
 
 Η αντιγραφή των εντεροϊών γίνεται στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων. Το 
πρώτο βήμα είναι η σύνδεση σε ένα κυτταρικό υποδοχέα. Το RNA τότε απεκδύεται, 
μια διαδικασία που περιλαμβάνει δομικές αλλαγές στο καψίδιο. Μόλις, το θετικής 
πολικότητας ιικό RNA, εισέλθει στο κυτταρόπλασμα, μεταφράζεται με σκοπό να 
παραχθούν ιικές πρωτεΐνες απαραίτητες για την αντιγραφή του ιικού γενώματος και 
την παραγωγή νέων ιοσωματίων. Οι ιικές πρωτεΐνες συνθέτονται από μια πρόδρομη 
πολυπρωτεΐνη, η οποία τεμαχίζεται κατά την σύνθεσή της. Οι τεμαχισμοί γίνονται 
κυρίως από δύο ιικές πρωτεϊνάσες: την 2Apro και την 3Cpro ή 3CDpro. Μεταξύ των 
πρωτεϊνών που συντίθενται είναι και η ιική RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση και 
οι βοηθητικές πρωτεΐνες οι οποίες απαιτούνται για την αντιγραφή του γενώματος και 
τη σύνθεση του mRNA. Το πρώτο βήμα της αντιγραφής του γενώματος είναι η 
αντιγραφή του θετικού RNA κλώνου. Κατά την αντιγραφή η ιική πολυμεράση 
συνθέτει αρχικά ένα συμπληρωματικό αρνητικής πολιτκότητας RNA κλώνο. Το βήμα 
αυτό ακολουθείται από την παραγωγή επιπρόσθετων θετικών κλώνων, 
χρησιμοποιώντας ως μήτρα το νεοσυντιθέμενο RNA αρνητικής πολικότητας. Τα 
γεγονότα αυτά συμβαίνουν σε μικρά μεμβρανικά κυστίδια που επάγονται από 
αρκετές ιικές πρωτεΐνες. Όταν πλέον ο αριθμός των πρωτεϊνών του καψιδίου είναι 
αρκετός, αρχίζει η καψιδίωση. Η πρόδρομη πρωτεΐνη Ρ1 τεμαχίζεται ώστε να παράγει 
ένα ανώριμο πρωτομερές, το οποίο στη συνέχεια συγκροτείται σε πενταμερή, 
σχηματίζοντας τελικά το εικοσαεδρικό καψίδιο. Τα νέο-συντεθειμένα, θετικής 
πολικότητας RNA εισέρχονται στα καψίδια  με τα πενταμερή και και σχηματίζουν το 
μολυσματικό ιό.  
 Ο χρόνος που απαιτείται για έναν πλήρη κύκλο ενός εντεροϊού ποικίλλει από 
5 έως 10 ώρες, κάτι που εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, όπως η θερμοκρασία, το 
pH, το κύτταρο ξενιστής και η πολυπλοκότητα της μόλυνσης [Racaniello V. (2007)].  
 Τα στάδια του κύκλου ζωής που περιγράφηκαν πιο πάνω αναλύονται στη 
συνέχεια (εικόνα 1.2.1.1): 
 
1.2.1 Προσκόλληση στον κυτταρικό υποδοχέα και είσοδος του ιού στο 
κύτταρο. 
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Οι εντεροϊοί ξεκινούν τη μόλυνση των κυττάρων μέσω της προσκόλλησής  
τους σε έναν ή περισσότερους υποδοχείς στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή. Οι ιοί 
έχουν προσαρμοστεί εξελικτικά για να χρησιμοποιούν τους υποδοχείς του κυττάρου, 
ως σημεία εισόδου στο κυτταρικό περιβάλλον.  Η φύση των υποδοχέων αυτών 
παρέμενε άγνωστη μέχρι το 1989 που ταυτοποιήθηκε ο υποδοχέας των πολιοϊών 
(ΡVR) [Mendelsohn CL et al (1989)].  
Πολλοί τύποι μορίων κυτταρικής επιφάνειας λειτουργούν ως κυτταρικοί 
υποδοχείς για τους picorna ιούς, όπου και μερικοί μοιράζονται μεταξύ μελών άλλων 
οικογενειών. H εξειδίκευση και έκφραση του υποδοχέα καθορίζει επίσης, εν μέρει, 
την παθογόνο δυναμική δράση ενός ιού, καθώς και τη φύση της ασθένειας που 
προκαλεί. Συγκεκριμένα για τους ευρέως μελετημένους πολιοϊούς, ο κυτταρικός 
υποδοχέας είναι ο CD155 ή PVR (poliovirus receptor). Η κλωνοποίηση του γονιδίου 
του υποδοχέα των πολιοϊών απεκάλυψε ότι ο υποδοχέας είναι μια διαμεμβρανική 
πρωτεΐνη και μέλος της υπεροικογένειας των ανασοσφαιρινών, με τρείς 
εξωκυτταρικές Ig-like περιοχές: μια ακραία μεμβρανική τύπου-V περιοχή 
ακολουθούμενη από δύο τύπου C2 περιοχές. Αποτελέσματα τριών διαφορετικών 
πειραμάτων έδειξαν ότι η πρώτη  Ig-like περιοχή είναι η περιοχή που φέρει τη θέση 
σύνδεσης των πολιοϊών [Koike S. et al (1991), Moriison ME, Racaniello VR. (1992)]. 
Μοντέλα των συμπλόκων πολιοϊών-PVR που παρήχθησαν από δεδομένα 
κρυοηλεκτρονικής μικροσκοπίας δείχνουν ότι η πρώτη περιοχή έρχεται σε επαφή με 
την επιφάνεια του ιού. 
Ορθόλογα του pvr γονιδίου βρίσκονται στα γονιδιώματα ενός αριθμού 
θηλαστικών, συμπεριλαμβανομένου και αυτών που δεν είναι ευάλωτοι στην μόλυνση 
των πολιοϊών [Ida-Hosonuma M. et al (2003)]. Η αμινοξική αλληλουχία της περιοχής 
1 του PVR ποικίλει σε μεγάλο βαθμό μεταξύ των μη-ευάλωτων θηλαστικών, ειδικά 
στις περιοχές που είναι γνωστό ότι έρχονται σε επαφή με τους πολιοϊούς. Η απουσία 
θέσης σύνδεσης πολιοϊών σε αυτά τα μόρια PVR εξηγεί γιατί η μόλυνση των 
πολιοϊών είναι περιορισμένη στους πίθηκους. Αξίζει να σημειωθεί, πως αν και η 
κυτταρική λειτουργία του PVR είναι ακόμα άγνωστη, πιθανότατα διαδραματίζει 
σημαντικό ρόλο στην αναγνώριση και συγκόλληση κυττάρων μεταξύ τους. 
Οι αύλακες στο καψίδιο των πολιοϊών είναι οι θέσεις αλληλεπίδρασης με τους 
κυτταρικούς υποδοχείς. Οι αύλακες αυτές είναι πάρα πολύ βαθιές ώστε να μην 
επιτρέψουν τη διείσδυση αντισωμάτων, [Rossmann MG. (1989)]. Αυτό το φυσικό 
εμπόδιο πιστεύεται ότι κρύβει αμινοξέα, κρίσιμα για δέσμευση από το ανοσοποιητικό 
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σύστημα του υποδοχέα. Μεταλλάξεις στα αμινοξέα που σχηματίζουν την αύλακα 
μπορούν να αλλάξουν την συγγένεια σύνδεσης με τους υποδοχείς [Colston E, 
Racaniello VR. (1994), Colston EM, Racaniello VR. (1995), Harber J. et al (1995) , Liao 
S, Racaniello V. (1997)] 
 
 
 
Εικόνα 1.2.1.1: Σύνοψη του κύκλου ζωής του εντεροϊού. Σύνδεση σε κυτταρικό υποδοχέα 
(1) και απέκδυση του ιικού γενώματος (2). Αφαιρείται η VPg από το ιικό RNA, το οποίο στη 
συνέχεια μεταφράζεται (3). Η πολυπρωτεΐνη τεμαχίζεται κατά τη σύνθεσή της και 
παράγονται οι μεμονωμένες ιικές πρωτεΐνες (4). Η σύνθεση του RNA γίνεται σε μεμβρανικά 
κυστίδια. Ο ιικός (+) RNA κλώνος αντιγράφεται από τις ιικές RNA πολυμεράσες για να 
σχηματιστούν πλήρους μήκους (-) RNA κλώνοι (5), οι οποίοι αντιγράφονται στη συνέχεια για 
να παραχθεί επιπρόσθετο (+) RNA (6). Στα αρχικά στάδια της μόλυνσης, ο νέο-
συντεθειμένος (+) RNA κλώνος μεταφράζεται για να παράγει επιπρόσθετες ιικές πρωτεΐνες 
(7). Στα τελευταία στάδια της μόλυνσης, οι (+) κλώνοι εισέρχονται στο μορφογενετικό  
μονοπάτι (8). Τα νέο-συντεθειμένα ιικά σωμάτια απελευθερώνονται από το κύτταρο με 
λύση (9).   
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  Η αλληλεπίδραση του εντεροϊού με τον υποδοχέα του οδηγεί σε μείζονες 
δομικές αλλαγές του ιού. Τα επακόλουθα σωματίδια που ονομάζονται altered ή 
σωμάτια Α, περιέχουν το ιικό RNA αλλά έχουν χάσει την εσωτερική πρωτεΐνη του 
καψιδίου VP4. Επιπροσθέτως, το Ν-άκρο της VP1, που συνήθως βρίσκεται στο 
εσωτερικό του καψιδίου, βρίσκεται πλέον στην επιφάνεια του σωματίου Α [Fricks 
CE, Hogle JM (1990)]. Η αλληλουχία αυτή της VP1 είναι υδροφοβική και τα 
σωμάτια Α έχουν μια αυξημένη συγγένεια προς τις μεμβράνες σε σχέση με τα 
ιοσωμάτια. Το λιπόφιλο Ν-άκρο της VP1 εισέρχεται στη συνέχεια στην κυτταρική 
μεμβράνη, σχηματίζοντας έναν πόρο μέσω του οποίου το ιικό RNA μπορεί να 
μεταφερθεί στο κυτταρόπλασμα. Το RNA δεν είναι γνωστό εάν εισέρχεται στο 
κυτταρόπλασμα από την κυτταρική μεμβράνη ή από την μεμβράνη των ενδοσωμάτων 
(ενδοκύτωση). Είναι όμως σίγουρο ότι η ενδοκύτωση από μόνη της δεν μπορεί να 
οδηγήσει στην απέκδυση του πολιοϊού, καθώς οι αλλαγές στην στερεοδιαμόρφωση 
του πολιοϊού που οδηγούν στην απόδυσή του επάγονται από τον PVR [Racaniello V. 
(2007)]. 
 Δεν είναι γνωστό εάν η VP4 που απελευθερώνεται από το ιικό καψίδιο 
εγκαταλείπει το κύτταρο ή συμμετέχει στο σχηματισμό του πόρου. Είναι όμως 
ξεκάθαρο ότι η πρωτεΐνη αυτή απαιτείται στα αρχικά στάδια της εισόδου του ιού στο 
κύτταρο. Ένας ιός που φέρει μετάλλαξη στο 28ο αμινοξύ της VP4 μπορεί να συνδεθεί 
σε κύτταρα και να μετατραπεί σε σωμάτιο Α, αλλά μπλοκάρεται σε επακόλουθο 
στάδιο κατά την είσοδο του ιού [Moscufo N. et al (1993)].  
 Επιπλέον μελέτες έδειξαν, ότι η αποτελεσματικότητα της αλληλεπίδρασης 
μεταξύ των εντεροϊών και του PVR καθορίζεται, εν μέρει, από την αλληλουχία των 
αμινοξέων των αντιγονικών περιοχών και πιθανώς από την χωροταξική διαμόρφωση 
των αμινοξέων που βρίσκονται προσκείμενα σε αυτές τις περιοχές. 
Αξίζει να σημειωθεί, πως πολλοί από τους ιούς αυτούς χρησιμοποιούν 
συστήματα σηματοδότησης του κυττάρου-ξενιστή για την ενεργοποίηση σε 
συνυποδοχείς, την επαγωγή ενδοκυτταρικών αποκρίσεων αλλά και την επαγωγή 
ενδοκυτταρικών συνθηκών, ευνοϊκών για την μόλυνση. Η σηματοδότηση που ξεκινά 
στην κυτταρική μεμβράνη πιθανότατα μπορεί να συνεχίσει σε κυτταροπλασματικά 
οργανίδια(πχ ενδοσώματα) [Kew O. et al (1993)]. Ανάλογα με τον ιό, τους υποδοχείς 
και το κύτταρο-ξενιστή, η αρχική σύνδεση στους υποδοχείς μπορεί να οδηγήσει σε 
ενεργοποίηση κινασών τυροσίνης ή άλλων κινασών, οι οποίες με τη σειρά τους, θα 
εκκινήσουν καταρράκτες αποκρίσεων στην πλασματική μεμβράνη, στο 
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κυτταρόπλασμα και στον πυρήνα [Pelkmans L. et al (2004), Greber UF (2002) , 
Tagawa A. et al (2005)]. Η επαγόμενη από τον ιό σηματοδότηση εξαρτάται από 
δεύτερους αγγελιαφόρους (phosphatidylinositides, διακυλογλυκεριδια, και 
ασβεστίου), και άλλους ρυθμιστές της μεταφοράς διαμέσου της κυτταρικής 
μεμβράνης. 
             Πολλοί από τους ιούς αυτής της κατηγορίας χρειάζονται μόνο την ύπαρξη 
ενός υποδοχέα για την είσοδό τους εντός της κυτταρικής μεμβράνης, ενώ παράλληλα,  
για την είσοδο άλλων απαιτείται η παρουσία ενός δεύτερου μορίου, που ονομάζεται 
συνυποδοχέας. Για παράδειγμα, μερικοί από τους Coxsackieviruses B χρησιμοποιούν 
ως συνυποδοχέα τους, τις ιντεγκρίνες, ενώ πολλοί echoviruses την μικροσφαιρίνη για 
την πιο γρήγορη είσοδό τους εντός του κυττάρου. 
 
  
 
         1.2.2 Μετάφραση του ιϊκού  RNA και επεξεργασία της ιϊκής πολυπρωτεΐνης 
 
         Κατά την είσοδό του στο κυτταρόπλασμα το θετικής πολικότητας RNA πρέπει 
να μεταφραστεί καθώς δεν μπορεί να αντιγραφεί από κάποια κυτταρική RNA 
πολυμεράση. Το θετικής πολικότητας RNA δεν φέρει δομές 5’-καλύπτρας, είναι όμως 
συνδεδεμένο με την VPg πρωτεΐνη, η οποία αφαιρείται κατά την είσοδο του RNA στο 
κύτταρο [Ambros V, Baltimore D. (1980)]. Η αλληλούχιση του θετικού κλώνου του 
πολιοϊού αποκάλυψε μια αμετάφραστη περιοχή 741 νουκλεοτιδίων στο 5’ άκρο που 
περιέχει εφτά AUG κωδικόνια [Kitamura N. et al (1981), Racaniello VR, Baltimore 
D. (1981)], κάτι που αργότερα βρέθηκε και σε άλλους picornaviruses, δείχνοντας και 
Εικόνα 1.2.1.2: Μοντέλο εισόδου των 
εντεροϊών στο κύτταρο. Το αρχικό ιοσωμάτιο 
προσδένεται στον PVR και υφίσταται μια 
αλλαγή στην διαμόρφωση επαγόμενη από τον 
υποδοχέα, η οποία οδηγεί στην παραγωγή των 
τροποποιημένων σωμάτιων Α. Το ιικό RNA 
εξέρχεται από το σωμάτιο από την πλασματική 
μεμβράνη ή διαμέσω  των ενδοσωμάτων. 
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την ύπαρξη υψηλά δομημένων RNA-δομών. Έτσι διαπιστώθηκε ότι τα ριβοσώματα 
δεν ανιχνεύουν τις 5’-αμετάφραστες περιοχές, αλλά δεσμεύονται σε μια εσωτερική 
αλληλουχία. Η αλληλουχία αυτή που προάγει τη σύνδεση με την 40S ριβοσωμική 
υπομονάδα ονομάστηκε εσωτερική θέση εισόδου του ριβοσώματος IRES (Internal 
Ribosome Entry Site). 
 Τα IRES των ιών έχουν κατηγοριοποιηθεί σε πέντε ομάδες με βάση ένα 
αριθμό κριτηρίων όπως: η αρχική αλληλουχία, η δευτεροταγής δομή, η τοποθεσία του 
κωδικονίου έναρξης και η ενεργότητα σε διάφορα κύτταρα. Μπορούμε να 
διακρίνουμε 2 τύπους IRES στους picorna ιούς. Τον τύπο Ι όπου ανήκουν οι 
εντεροϊοί και οι ρινοϊοί, τον τύπο ΙΙ στον οποίο συγκαταλέγονται οι καρδοιοί και 
αφθοϊοί Στα τύπου Ι IRES το κωδικόνιο έναρξης βρίσκεται 50 με 100 νουκλεοτίδια 
πριν το 3’-άκρο του IRES. 
Η έναρξη της μετάφρασης μέσω του τύπου Ι IRES περιλαμβάνει τη σύνδεση 
της 40S ριβοσωμικής υπομονάδας στο IRES και την ανίχνευση του κωδικονίου 
έναρξης. Η 40S υπομονάδα μπορεί να συνδεθεί απ’ ευθείας στο RNA, ή 
στρατολογείται στο IRES μέσω αλληλεπίδρασης με μεταφραστικές πρωτεΐνες 
έναρξης. Στην δεύτερη περίπτωση, η 40S υπομονάδα στρατολογείται στο IRES μέσω 
αλληλεπίδρασης με την eIF3 συνδεδεμένη στην C- τελική περιοχή της eIF4G, που 
συνδέεται απευθείας στο IRES (εικόνα 1.2.2.1). 
Υπάρχει μία μικρή διατήρηση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας μεταξύ των IRES. 
Τα IRES των picorna ιών περιέχουν εκτεταμένες περιοχές δευτερεύουσας 
δευτεροταγούς δομής του RNΑ, που δεν είναι αυστηρά συντηρημένες μεταξύ των  
εντεροϊών αλλά είναι ζωτικής σημασίας για τη δέσμευση του ριβοσώματος. Ένα 
μοτίβο που είναι συντηρημένο μεταξύ των IRES των picorna ιών, είναι μία 
αλληλουχία GNRA (G, γουανίνη Ν, οποιοδήποτε νουκλεοτίδιο R, πουρίνη Α, 
αδενίνη) στη θηλεία IV του τύπου Ι. Ένα άλλο συντηρημένο στοιχείο είναι ένα 
μοτίβο ΥN-Xm-AUG, στο οποίο η Yn είναι μία περιοχή πλούσια σε πυριμιδίνη και 
το Xm είναι ένα διάστημα (spacer) 15 έως 25 νουκλεοτιδίων  που ακολουθείται από 
ένα κωδικόνιο AUG. 
Οι πρωτεΐνες των εντεροϊών συνθέτονται από τη μετάφραση ενός μοναδικού, 
μεγάλου ORF που κωδικοποιείται από το θετικής πολικότητας ιικό RNA γένωμα και 
ακολουθεί τεμαχισμός της πολυπρωτεΐνης από πρωτεϊνάσες που κωδικοποιούνται 
από τον ιό. Η στρατηγική αυτή επιτρέπει τη σύνθεση πολλαπλών πρωτεϊνικών 
προϊόντων από ένα μοναδικό RNA. Η πολυπρωτεΐνη δεν είναι εμφανής στα 
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μολυσμένα κύτταρα καθώς επεξεργάζεται κατά τη σύνθεσή της. Η πρόδρομη 
πολυπρωτεΐνη επεξεργάζεται συμμεταφραστικά από ενδομοριακές αντιδράσεις (in 
cis) που ονομάζονται αρχικοί τεμαχισμοί, ακολουθούμενοι από δευτερεύουσες 
επεξεργασίες in cis ή in trans (διαμοριακές). Το γένωμα των εντεροϊών κωδικοποιεί 
για τρεις πρωτεϊνάσες: την Lpro, την 2Αpro και την 3Cpro ή 3CDpro. 
Σε μολυσμένα με εντεροϊό κύτταρα ο αρχικός τεμαχισμός της πολυπρωτεΐνης 
μεταξύ Ρ1 και Ρ2 γίνεται από την 2Αpro. Διάφορες κυτταρικές πρωτεΐνες 
πρωτεολύονται από την 2Αpro, όπως οι eIF4GI, eIF4GII και Pabp. Στην πρόδρομη 
πρωτεΐνη των εντεροϊών, η θέση τεμαχισμού για την 2Αpro είναι μεταξύ της τυροσίνης 
και της γλυκίνης. Η 3Cpro είναι η πρωτεινάση που κάνει τον αρχικό τεμαχισμό μεταξύ 
2C και 3Α περιοχής. Σε αντίθεση με την 2Αpro, η 3Cpro τεμαχίζει και σε δεύτερο 
στάδιο τα Ρ1 και Ρ2 πρόδρομα μόρια. Η 3Cpro των εντεροϊών τεμαχίζει μόνο 
διπεπτίδια Gln-Gly.  
Τόσο η 3Cpro όσο και η 2Αpro είναι ενεργές στο πολυπεπτίδιο κατά τη σύνθεσή 
του και απελευθερώνονται από την πολυπρωτεΐνη με αυτό-τεμαχισμό. Αφού 
απελευθερωθούν οι πρωτεϊνάσες, τεμαχίζουν την πολυπρωτεΐνη in trans. Ο αρχικός 
τεμαχισμός στον καταρράκτη επεξεργασίας της πολυπρωτεΐνης ξεκινάει με την 
απελευθέρωση του Ρ1 πρόδρομου από την συντιθέμενη Ρ2-Ρ3 μέσω της 2Αpro. Στη 
συνέχεια η 3CDpro απελευθερώνεται από το Ρ3 πρόδρομο με αυτοκαταλυτικό 
τεμαχισμό. Η πρωτεινάση αυτή, που περιέχει ολόκληρη την αλληλουχία της ιικής   
RNA πολυμεράσης, κάνει δευτερεύοντες τεμαχισμούς στα διπεπτίδια γλουταμινικού-
γλυκίνης στον τύπου 1 πολιοϊό πιο αποτελεσματικά σε σχέση με την 3Cpro. Τόσο η 
3C
pro
 όσο και η 3CDpro επεξεργάζονται τις πρωτεΐνες των Ρ2 και Ρ3 περιοχών με 
παρόμοια δραστικότητα. Σε μία αλληλουχία γεγονότων διάσπασης in-trans από την 
3CD
pro, οι μη-δομικές πρωτεΐνες 2A, 2BC, 3AB, 2B, 2C, 3A, 3B (VPg), 3Cpro , 3Dpol 
Εικόνα 1.2.2.1: Μοντέλα σχηματισμού 
συμπλόκων έναρξης της μετάφρασης. 
Πάνω φαίνεται η 5’-καλύπτρα- 
εξαρτώμενη έναρξη ενώ κάτω φαίνεται 
η IRES-εξαρτώμενη έναρξη της 
μετάφρασης. Το eIF3-40S σύμπλοκο 
στρατολογείται στο RNA μέσω 
αλληλεπίδρασης του eIF4G με το IRES. 
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και οι πρωτεΐνες του καψιδίου VP0, VP1 και VP3 απελευθερώνονται από τις 
πρόδρομες μορφές τους. Η 3Dpol αλληλουχία μέσα στην 3CDpro απαιτείται για την 
αναγνώριση δομικών μοτίβων στην κατάλληλα διαμορφωμένη Ρ1, επιτρέποντας 
δραστική επεξεργασία από το 3Cpro μέρος του ενζύμου. Στο τελευταίο στάδιο της 
πρωτεόλυσης, που συμβαίνει κατά την συναρμολόγηση των ιικών σωματιδίων, η  
VP0 τεμαχίζεται, πιθανόν μέσω ενός αυτοκαταλυτικού μηχανισμού, ώστε να παράγει 
τις VP4 και VP2. Η παρουσία πολλαπλών δράσεων σε μια μοναδική πρωτεΐνη δεν 
υπάρχει στις ευκαρυωτικές πρωτεϊνάσες και είναι ένα παράδειγμα του πως η 
χωρητικότητα των μικρών ιικών γενωμάτων μπορεί να μεγιστοποιηθεί [Racaniello V. 
(2007)].  
 
 
 
 
 
1.2.3 Αντιγραφή του ιικού RNA 
  
 Η αντιγραφή του ιού ξεκινάει κατά την είσοδό του στο κύτταρο ξενιστή. Αν 
και η διαδικασία της αντιγραφής των εντεροϊών, δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως, ένα 
απλό μοντέλο της αντιγραφής θα μπορούσε να είναι το εξής: ιικό RNA(+)→σύνθεση 
RNA(-)→RF→ σύνθεση RNA(+)→RI→ RNA(+)  όπου RF (replicative form) 
δίκλωνο RNA πλήρους μήκους και RI (replicative intermediate) κλώνος RNA(-) 
μερικά υβριδισμένος σε πολλαπλούς αναπτυσσόμενους κλώνους RNA(+). Η σύνθεση 
του ιικού RNA είναι ασύμμετρη. Η σύνθεση των θετικών κλώνων είναι 30 με 50 
Εικόνα 1.2.2.2: πρωτεόλυση της πολυπρωτεΐνης. Τα τρίγωνα δείχνουν τα σημεία 
πρωτεόλυσης από τις 3Cpro /3CDpro και οι κύκλοι από την2Apro όπου τα μαύρα σχήματα 
δείχνουν γεγονότα πρωτεόλυσης που συμβαίνουν με γρήγορο ρυθμό και τα άσπρα 
σχήματα με αργό ρυθμό [Mueller S. et al (2005)]].     
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φορές μεγαλύτερη σε σχέση με την σύνθεση των αρνητικών [Giachetti C, Semler BL 
(1991), Novak JE, Kirkegaard K. (1991)]. 
 Το ένζυμο που καταλύει την αντίδραση της αντιγραφής είναι η RNA 
εξαρτώμενη RNA πολυμεράση. Η RNA πολυμεράση του ιού (3Dpol) παράγεται 
έπειτα από τεμαχισμό της πρόδρομης πρωτεΐνης 3CDpro, η οποία είναι άκρως 
δραστική ως πρωτεϊνάση αλλά δεν έχει δράση πολυμεράσης (εικόνα 1.2.3.1).  
 Η 3Dpol είναι ένα ένζυμο που εξαρτάται από εκκινητή. Σε πειράματα in vitro η 
3D
pol δεν αντιγράφει το RNA των ιών χωρίς έναν ολίγο(U) εκκινητή. Τον ρόλο του 
εκκινητή στους εντεροϊούς έχει η πρωτεΐνη VPg, 
η οποία είναι συνδεδεμένη στο ιικό RNA, αλλά 
επίσης και στο 5’-άκρο τον νεοσυντιθέμενων 
θετικών και αρνητικών κλώνων. Η VPg αρχικά 
ουριδιλιώνεται και στη συνέχεια επεκτείνεται 
έτσι ώστε να σχηματίσει πολύ(U). Το εκμαγείο 
για την ουριδιλίωση της VPg είναι μια δομή 
φουρκέτας του RNA, το cre (cis-acting 
replication element), που βρίσκεται στην κωδική 
περιοχή των εντεροϊών [Wickman I. (1907), 
Rieder E. et al (2000)]. Υπάρχουν ενδείξεις ότι η 
cre-εξαρτώμενη ουριδιλίωση της VPg γίνεται 
μόνο κατά τη σύνθεση των θετικών κλώνων και 
όχι στη σύνθεση των αρνητικών [Morasco BJ. et 
al (2003), Murray KE, Barton DJ. (2003)].   
 Η σύνθεση και του ιικού γενώματος 
γίνονται στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων 
ξενιστών. Μία μόλυνση με εντεροϊό οδηγεί σε 
αναδιάταξη των ενδοκυτταρικών μεμβρανών των 
μολυσμένων κυττάρων. Έτσι το ΕΔ και το 
σύμπλεγμα Golgi καταστρέφονται κατά τη διαδικασία αυτή και το       
κυτταρόπλασμα γεμίζει με κυστίδια διπλής μεμβράνης [Dales S. et al (1965), 
Schlegel A. et al (1996)]. Η ιική σύνθεση του RNA γίνεται στην επιφάνεια των 
κυστιδίων αυτών [Bienz K. et al (1987), Cho MW et al (1994), Egger D. et al (2000)]. 
Ο μεμβρανικός εντοπισμός των ιικών πρωτεϊνών αντιγραφής του RNA διασφαλίζει 
Εικόνα 1.2.3.1: Ο μηχανισμός 
αντιγραφής του ιικού RNA. 
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υψηλές τοπικές συγκεντρώσεις των συστατικών της αντιγραφής, αυξάνοντας τα 
επίπεδα δραστικότητας των αντιδράσεων της αντιγραφής.  
Τουλάχιστον δύο ιικές πρωτεΐνες, η 2C και 3AB, φέρουν το σύμπλοκο της 
αντιγραφής στα μεμβρανικά κυστίδια. Η 3ΑΒ είναι μια υδρόφοβη πρωτεΐνη που 
αγκυροβολεί τον πρωτεϊνικό εκκινητή VPg στην μεμβράνη για τη σύνθεση του RNA. 
Η 3AB δεσμεύει την 3Dpol και την 3CDpro, στρατολογώντας έτσι το σύμπλοκο της 
αντιγραφής στις μεμβράνες. Η πρωτεΐνη 2C φέρει μια RNA-δεσμευτική περιοχή, η 
οποία επίσης θα μπορούσε να αγκυροβολήσει το ιικό RNA στις μεμβράνες και στο 
σύμπλοκο της αντιγραφής [Echeverri AC. et al (1995)]. 
Το γενωμικό RNA των ιών δεν λειτουργεί μόνο ως mRNA αλλά και ως μήτρα 
για τη σύνθεση του αρνητικής πολικότητας RNA. Πιστεύεται ότι υπάρχει ένας 
μηχανισμός που αποτρέπει την ταυτόχρονη διεξαγωγή και των δυο διαδικασιών, 
δηλαδή της μετάφρασης του mRNA και της σύνθεσης των αρνητικών κλώνων RNA. 
Προτάθηκε έτσι ένας μηχανισμός όπου η δομή cloverleaf (τριφυλλιού) στο 5’ άκρο 
της μη κωδικής περιοχής του (+)RNA ρυθμίζει, πότε το RNA αντιγράφεται και πότε 
μεταφράζεται. Στο μοντέλο αυτό, στις αρχές της μόλυνσης, η σύνδεση της πολύ-r(C)-
δεσμευτικής πρωτεΐνης (PCBP-βοηθητική κυτταρική πρωτεΐνη) στην δομή αυτή 
επάγει τη μετάφραση. Όταν η 3CDpro συντεθεί, δεσμεύεται στη δομή cloverleaf, 
καταστέλλει την μετάφραση και επάγει τη σύνθεση του RNA. Ωστόσο, από 
πειραματικά στοιχεία, προκύπτει ότι ορισμένες φορές οι δυο αυτές διαδικασίες 
συμβαίνουν ταυτόχρονα, με αποτέλεσμα τη σύγκρουση της RNA πολυμεράσης με το 
ριβόσωμα[Gamarnik AV, Andino R. (1998)]. 
 
Εικόνα 1.2.3.2: Μοντέλο αλλαγής 
μεταξύ μετάφρασης και σύνθεσης του 
(-)RNA κλώνου. Οι ιικές πρωτεΐνες 
3CDpro, VPg, PABP και PCBP 
αλληλεπιδρούν μεταξύ τους και με τα 
άκρα του RNA, σχηματίζοντας ένα 
κυκλικό RNP. Κατά την αναστολή της 
μετά-φρασης, αρχικά, απομακρύνονται 
τα ριβοσώματα από το ιικό RNA. Στη 
συνέχεια, η VPg-pUpU αλληλεπιδρά με 
το 3’ άκρο του ιικού RNA και σχηματίζει 
το κυκλικό πρωταρχικό RNA σύμπλοκο 
αντιγραφής. Η σύνθεση του (-)RNA 
κλώνου ξεκινάει με την επιμήκυνση του 
VPg-pUpU από την 3Dpol. 
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1.2.4 Καψιδίωση και απελευθέρωση νέων ιικών σωματιδίων 
 
Κατά τη σύνθεση της Ρ1 πρωτεΐνης, της πρόδρομης καψιδιακής πρωτεΐνης, 
σχηματίζονται οι κεντρικές περιοχές β-
βαρελιού και οι διαμοριακές αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ των επιφανειών των περιοχών αυτών 
οδηγούν στο σχηματισμό των δομικών 
μονάδων.  Όταν η Ρ1 απελευθερώνεται από 
την 2Α πρωτεΐνη, οι δεσμοί VP0-VP3 και 
VP3-VP1 τεμαχίζονται από την πρωτεϊνάση 
3CDpro. Αυτές οι θέσεις τεμαχισμού 
βρίσκονται σε ευέλικτες περιοχές μεταξύ των 
β-βαρελιών. Στο ώριμο καψίδιο, το 
καρβοξυτελικό άκρο της VP1, VP2 και VP3 
βρίσκονται στην εξωτερική επιφάνεια του 
καψιδίου, ενώ το αμινοτελικό άκρο τους 
βρίσκεται στο εσωτερικό, όπου συμμετέχουν 
σε ένα εκτεταμένο δίκτυο αλληλεπιδράσεων 
μεταξύ των πρωτομερών. Η επεξεργασία αυτή 
παράγει το πρώτο συγκροτημένο ενδιάμεσο, το 
5S πρωτομερές, την ανώριμη δηλαδή δομική 
μονάδα που αποτελείται από ένα αντίγραφο 
των VP0, VP3 και VP1. Πέντε πρωτομερή στη 
συνέχεια σχηματίζουν ένα πενταμερές, με 
συντελεστή καθίζησης 14S.  
  Το τελευταίο μορφογενετικό βήμα 
περιλαμβάνει τον τεμαχισμό των 
περισσότερων VP0 μορίων σε VP4 και VP2. Η 
πρωτεϊνάση που πραγματοποιεί αυτόν τον 
Εικόνα 1.2.4.1: Μορφογένεση του 
εντεροϊού. Η πρόδρομη πρωτεΐνη Ρ1 
τεμαχίζεται σε VP0+VP3+VP1 πρωτεΐνες 
οι οποίες σχηματίζουν το πρωτομερές 
5S. Τα πρωτομερή σχηματίζουν τα 
πενταμερή 14S και αυτά με τη σειρά 
τους τα άδεια ιικά καψίδια 80S. Τέλος, 
το (+)RNA εισέρχεται στο καψίδιο και η 
VP0 τεμαχίζεται σε VP2+VP4 σχημα-
τίζοντας έτσι το μολυσματικό 160S 
ιοσωμάτιο.   
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τελευταίο τεμαχισμό ωρίμανσης δεν έχει ταυτοποιηθεί ακόμα. Ο δεσμός της VP0 που 
κόβεται βρίσκεται στο εσωτερικό των άδειων καψιδίων και ώριμων ιοσωματίων και 
δεν είναι προσιτός σε ιικές ή κυτταρικές πρωτεϊνάσες. 
 Η διαδικασία καψιδίωσης του εντεροϊού είναι  ειδική, καταλήγοντας στο 
πακετάρισμα μόνο των θετικών κλώνων RNA και όχι των ιικών mRNA, αρνητικών 
ιικών RNA ή οποιοδήποτε κυτταρικό RNA [Nomoto A. et al (1977), Novak JE, 
Kirkegaard K. (1991)]. Επιπλέον μελέτες έδειξαν, ότι η καψιδίωση του ιικού 
γονιδιώματος συνδέεται με τη σύνθεση του RNA, και θα μπορούσε να εξηγήσει γιατί 
μόνο τα RNA που περιέχουν VPg καψιδιώνονται. 
    Κάτω από πειραματικές συνθήκες ο κύκλος ζωής των εντεροϊών είναι πολύ 
γρήγορος, καταλήγοντας στο θάνατο του κυττάρου ξενιστή περίπου 7-8 ώρες μετά τη 
μόλυνση. Είναι κοινώς αποδεκτό ότι οι εντεροϊοί εξέρχονται από το κύτταρο ξενιστή 
μέσω λύσης [Tucker S.P. et al (1993)]. Όταν τα κύτταρα μολυνθούν παραγωγικά με 
εντεροϊό, αναπτύσσουν τις χαρακτηριστικές μορφολογικές αλλαγές, γνωστές και ως 
κυτταροπαθογόνες επιδράσεις. Αυτές περιλαμβάνουν τη συμπύκνωση της 
χρωματίνης, τον πολλαπλασιασμό των μεμβρανώδων κυστιδίων, αλλαγές στη 
διαπερατότητα της μεμβράνη, διαρροή ενδοκυτταρικών συστατικών και τη σταδιακή 
αποικοδόμηση ολόκληρου του κυττάρου. Η αιτία των κυτταροπαθογόνων 
επιδράσεων είναι άγνωστη. Μία υπόθεση είναι ότι η διαρροή των λυσοσωματικών 
περιεχομένων είναι εν μέρει υπεύθυνη [Guskey LE. et al (1970)].  
 
 
1.3 ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ 
 
           Η ιική παθογένεση είναι η διαδικασία που λαμβάνει χώρα όταν ένας ιός 
μολύνει έναν ξενιστή. Γνωρίζουμε ότι μιλώντας για ιούς, αναφερόμαστε σε 
υποχρεωτικά ενδοκυτταρικά παράσιτα των ζωντανών κυττάρων και των ιστών. Τα 
κύτταρα που στοχεύονται από ιούς κατά την μόλυνση επιβιώνουν, διαφοροποιούνται, 
και λειτουργούν σε έναν ιστό που έχει μια περίπλοκη σχέση με άλλους ιστούς και 
φυσιολογικές διεργασίες στον ανέπαφο ξενιστή.  
           Η παθογένεση ως όρος αναφέρεται συχνά στην επαγωγή της ασθένειας από 
έναν ιό, παρά τη διαδικασία της μόλυνσης 
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           Η ιϊκή παθογένεια είναι το ολοκληρωμένο αποτέλεσμα πολλών πολύπλοκων 
παραγόντων που είναι μοναδικοί για ένα συγκεκριμένο ιό, ένα συγκεκριμένο είδος, 
και ένα συγκεκριμένο ξενιστή. Η αλληλεπίδραση αυτών των παραγόντων καθορίζει 
την φύση της λοίμωξης, κατά πόσο μπορεί να οδηγήσει σε ασθένεια, αλλά και τη 
σοβαρότητα αυτής.  
Σχετικά με την παθογένεια των εντεροϊών, οι μελέτες επικεντρώθηκαν πάνω 
στους πολιοϊούς, εξαιτίας της μεγάλης διάδοσης τους και της σημασίας τους και 
έχουν προταθεί κυρίως τρία μοντέλα [Minor D.P. (1999)]: 
-το μοντέλο του Flexner που 
προτάθηκε το 1910 και σύμφωνα με το οποίο η 
φυσιολογική οδός μετάδοσης της ασθένειας 
στους ανθρώπους είναι μέσω της μύτης.  
-το μοντέλο του Bodian που 
προτάθηκε το 1950 και σύμφωνα με το οποίο ο 
ιός μετά την είσοδό του στον οργανισμό 
εγκαθιδρύει μία αρχική μόλυνση στους 
λεμφαδένες του εντέρου και κατόπιν σε πιο 
μακρινούς λεμφαδένες ώσπου τελικά 
εισέρχεται στην κυκλοφορία του αίματος και 
από εκεί σε άλλους ευαίσθητους ιστούς 
περιλαμβανομένου του κεντρικού νευρικού 
συστήματος [Bodian D. (1955)].  
-το μοντέλο του Sabin το οποίο 
προτάθηκε την ίδια χρονική περίοδο με το 
μοντέλο του Bodian και  φαίνεται πως είναι πιο 
κοντά στην πραγματική κατάσταση. Σύμφωνα 
με αυτό το μοντέλο ο ιός εγκαθιδρύει αρχικά 
μία μόλυνση στις βλεννώδεις επιφάνειες του 
φάρυγγα και του εντερικού σωλήνα. Στη 
συνέχεια ο ιός μπορεί να μεταδοθεί από τον 
βλεννογόνο στους τοπικούς λεμφαδένες από τους οποίους μπορεί να απομονωθεί 
αλλά αυτό δεν σημαίνει απαραιτήτως ότι ο ιός μπορεί να αντιγράφεται εκεί. Κατόπιν 
εισέρχεται στην κυκλοφορία του αίματος, προκαλώντας μία χαμηλού βαθμού ιαιμία 
και έτσι μπορεί πλέον να μολύνει πιο απομακρυσμένους λεμφικούς ιστούς ή άλλες 
Εικόνα 1.4.1: Μοντέλο του Sabin για 
την παθογένεια των πολιοϊών[Melnick 
JL (1996)] 
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ευαίσθητες περιοχές. Η αντιγραφή του ιού σε αυτές τις δευτερογενείς θέσεις παράγει 
την δευτερογενή ή κύρια ιαιμία κατά την οποία ο ιός μπορεί να ανιχνευθεί στο αίμα 
λόγω του μεγάλου ιικού φορτίου και τελικά είναι πιθανόν να εισέλθει στο κεντρικό 
νευρικό σύστημα το οποίο εξαρτάται από την κατάσταση ανοσίας του ατόμου. 
Οι κλινικές εκδηλώσεις των εντεροϊών ποικίλουν από ασυμπτωματικές 
μολύνσεις μέχρι την εκδήλωση μυοκαρδίτιδας, εγκεφαλοπάθειας αλλά και χαλαρής 
παράλυσης. Η έκβαση της κλινικής εικόνας έπειτα από μόλυνση με εντεροϊούς 
σχετίζεται  με την ηλικία αλλά και το ανοσολογικό επίπεδο του ασθενούς [G.Palacios 
and MS Oberste (2005)]. 
 
 
1.4 ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 
 
Μελέτες της μοριακής παραλλαγής ιικών πρωτεϊνών ή νουκλεϊνικών οξέων, 
προσφέρουν σημαντικές επιδημιολογικές πληροφορίες για ιογενείς ασθένειες. 
Μοριακές επιδημιολογικές μελέτες έχουν βοηθήσει στην κατανόηση των 
εντεροϊών καθώς: 
Α. παρέχουν την ευκαιρία για αναμφισβήτητη ταυτοποίηση του στελέχους  
Β. παρέχουν γνώσεις σχετικά με την κατάταξη των εντεροϊών και την 
ταξινόμησή τους 
Γ. διευκρινίζουν την προέλευση των κρουσμάτων. 
Για τους εντεροϊούς, η κύρια επιδημιολογική μέθοδος που χρησιμοποιείται για 
την άμεση ανάλυση της γενετικής παραλλαγής  είναι η αλληλούχιση. Η μέθοδος αυτή 
μπορεί να προσδιορίσει ομοιότητες και μικρές διαφορές μόνο μεταξύ στενών 
στελεχών ιών. Η εισαγωγή της τεχνικής αυτής και η εφαρμογή της στη μελέτη των 
άγριων απομονώσεων εντεροϊών από διαφορετικά μέρη του κόσμου έχει επεκτείνει 
σημαντικά την επιδημιολογική δύναμη μοριακών μελετών [Rico-Hesse R. et al 
(1987)]. 
Η τεχνολογία αλληλούχισης έχει εφαρμοστεί πιο διεξοδικά σε μελέτες PV, 
όπου η πληροφορία έχει αποδειχθεί πολύτιμη, για την υποστήριξη του παγκόσμιου 
προγράμματος εξάλειψης του πολιοϊού [Kew O. et al (1993), Kew OM et al (1995)]. 
Από τις μελέτες αυτές, είναι δυνατόν να προσδιοριστεί (α) εάν ένα απομονωμένο 
στέλεχος πολιοϊού σχετίζεται με τον ιό του εμβολίου, (β) ομοιότητες μεταξύ των 
απομονώσεων σε μια επιδημία, και (γ) διαφορές μεταξύ των προϊόντων απομόνωσης 
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από διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές. Συγκρίνοντας τις αλλαγές που 
παρατηρούνται μεταξύ των στελεχών του ιού,  μπορεί να προσδιοριστεί η 
γεωγραφική και χρονική προέλευση ενός ιού.  [Lipskaya G. et al (1995), Mulders MN 
et al (1995), Rico-Hesse R. et al (1987), Zheng DP. et al (1993)]. 
Μελέτες σχετικά με τη μοριακή επιδημιολογία των μη-πόλιο εντεροϊών, έχουν 
επικεντρωθεί στο εξελικτικό συμπέρασμα που προέρχεται από τη σύγκριση των 
απομονώσεων του ιού μέσα σε ένα ορότυπο, καθώς και τη σύγκριση των 
απομονώσεων από διαφορετικούς οροτύπους και ακόμη και μεταξύ διαφορετικών 
γενών εντός του γένους Picornaviridae.  
Μοριακές επιδημιολογικές μελέτες χρησιμοποιώντας την αλληλούχιση έχουν 
αναφερθεί για CVB1, CVB5, ΕV30, και EV71 [Brown BA et al (1999), Drebot MA 
et al (1999), Kopecka H. et al (1995), Oberste MS et al (1999)]. Οι γονότυποι του 
Echovirus 30 έχουν δείξει μία αλληλεπικαλυπτόμενη διαδοχή μεταξύ των 
απομονώσεων από τις Ηνωμένες Πολιτείες [Oberste MS et al (1999)].  
Αντίθετα στην Ελλάδα, έχουν αναφερθεί διάφορα περιστατικά ανά περιοχές. 
Πιο συγκεκριμένα, ένα από τα στελέχη που ευθύνονταν για το μεγάλο περιστατικό 
της άσηπτης μηνιγγίτιδας το 2007 ήταν το Ε6 [Logotheti Maria et al (2007), 
Z.Kyriakopoulou et al (2011)]. Το 2001 ανιχνεύθηκαν τα στελέχη ΕV30/EV13/E7, 
που προκάλεσαν άσηπτη μηνιγγίτιδα, στην περιοχή της κεντρικής Ελλάδας. 
[Christine Kottaridi et al (2005), Nikolaos Siafakas et al (2004)]. 
               
 
 
1.5 ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΕΞΕΛΙΞΗΣ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ  
 
Η γενετική αλλαγή είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την εξέλιξη. Οι 
μηχανισμοί οι οποίοι ευθύνονται για την μεγάλη γενετική ποικιλομορφία των 
εντεροϊών είναι δύο: ι) οι μεταλλάξεις που συμβαίνουν κατά την αντιγραφή του ιικού 
RNA, αλλά  και ιι) ο μοριακός ανασυνδυασμός [Domingo E., Holland J.J (1997)].  
 
1.5.1 Μεταλλάξεις 
     
 Με τον όρο μετάλλαξη αναφερόμαστε σε μία εντοπισμένη, συχνά 
κληρονομήσιμη μεταβολή της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ενός νουκλεϊκού οξέος. 
Οι μεταλλάξεις μπορεί να προκύψουν είτε από χημικές βλάβες στα ϊικά γενώματα, 
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είτε από διάφορα κυτταρικά ένζυμα (APOBEC), που μπορεί να εμπλέκονται σε 
κυτταρικές λειτουργίες επεξεργασίας και αποτελούν μέρος ενός έμφυτου μηχανισμού 
άμυνας έναντι των ιογενών λοιμώξεων [Sheehy AM et al (2002)]. 
Η μοριακή βάση του υψηλού ρυθμού συσσώρευσης μεταλλάξεων κατά την 
αντιγραφή του ιικού RNA βρίσκεται i) στην επιρρεπή σε λάθη RNA-εξαρτώμενη 
RNA πολυμεράση η οποία υπολογίζεται ότι έχει συχνότητα λάθους ένα στα 103 έως 
10
4 νουκλεοτίδια ανά κύκλο αντιγραφής και ii) στην απουσία επιδιορθωτικών 
μηχανισμών. Έτσι, οι εντεροϊοί εμφανίζουν έναν υψηλό ρυθμό συσσώρευσης 
μεταλλάξεων (6,3 Χ 10-4  μεταλλάξεις ανά βάση ανά κύκλο αντιγραφής) το οποίο 
αποτελεί χαρακτηριστικό όλων των λυτικών RNA ιών. Αυτό το χαρακτηριστικό έχει 
τις εξής συνέπειες για τους εντεροϊούς [Wimmer E. et al (1993)]: 
1.Έχουν εξελιχθεί ώστε να έχουν ένα μικρό γένωμα.  
2.Αντιγράφονται κοντά στο όριο της καταστροφής λόγω μεταλλάξεων.  
3.Υπάρχουν ως πληθυσμοί πολλών διαφορετικών γενοτύπων και γι’ αυτό 
χαρακτηρίζονται ως ‘quasi-species’ (περίπου είδη).   
4.Η γενετική ετερογένεια επιτρέπει στους εντεροϊούς να προσαρμόζονται 
γρήγορα σε ένα νέο περιβάλλον.  
    Οι πιο συχνές μεταλλάξεις είναι νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις. Μεταξύ 
αυτών, οι μεταπτώσεις (η αντικατάσταση πυριμιδίνης από πυριμιδίνη ή πουρίνης από 
πουρίνη) αποτελούν το 80% των μεταλλάξεων, ενώ το υπόλοιπο 20% είναι 
μεταστροφές (η αντικατάσταση πυριμιδίνης από πουρίνη ή το αντίθετο). Η 
μετάλλαξη Α→G  είναι η πιο συχνά παρατηρούμενη. Οι υπόλοιπες μεταλλάξεις όπως 
ελλείψεις και διπλασιασμοί είναι πιο σπάνιες [Figlerowicz M. et al (2003)].  
     Ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό της εξέλιξης του γενώματος των εντεροϊών  
είναι ο διαφορετικός ρυθμός εξέλιξης των διαφόρων περιοχών του. Υπάρχουν 
κάποιοι περιορισμοί όσον αφορά τις αντικαταστάσεις αμινοξέων σε συγκεκριμένες 
περιοχές των δομικών πρωτεϊνών (π. χ στις περιοχές αυτές που εμπλέκονται στην 
αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα ή στην αλληλεπίδραση με τα ενεργά κέντρα ιικών 
ενζύμων). Η διατήρηση της αλληλουχίας σε αυτές τις περιοχές οφείλεται στο γεγονός 
ότι δεν είναι εκτεθειμένες στο εξωτερικό του καψιδίου και συνεπώς ξεφεύγουν της 
αντιγονικής πίεσης. Αντίθετα, οι περιοχές των δομικών πρωτεϊνών που συμμετέχουν 
στον σχηματισμό των αντιγονικών θέσεων χαρακτηρίζονται από υψηλό ρυθμό 
συσσώρευσης νουκλεοτιδικών και αμινοξικών υποκαταστάσεων λόγω της 
αντιγονικής πίεσης που υφίστανται. Αποτέλεσμα αυτού, είναι ότι ο ιός μπορεί να 
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διαφύγει της αναγνώρισης από το ανοσοποιητικό σύστημα του οργανισμού.  Επίσης,  
διάφορα cis-acting γενετικά στοιχεία που εμπλέκονται στην ιική αντιγραφή 
(cloverleaf και CRE) ή στην ιική μετάφραση (IRES) δέχονται ακόμα πιο μικρή 
εξελικτική πίεση. Συγκεκριμένα, σε αυτά τα γενετικά στοιχεία είναι συχνό το 
φαινόμενο της συν-μεταβλητότητας  (covariance) κατά το οποίο έχουμε διατήρηση 
χαρακτηριστικών δευτεροταγούς δομής μεταξύ διαφορετικών ιών, παρά τις 
νουκλεοτιδικές διαφορές τους( λόγω μεταλλάξεων).  
Γενικά, μία μετάλλαξη μπορεί να μειώνει ή να αυξάνει την αρμοστικότητα 
του ιού για μία συγκεκριμένη οικολογική θέση ή να την αφήνει ανεπηρέαστη. Οι 
νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις που οδηγούν σε αλλαγές στο «νόημα» των 
κωδικονίων (μη-συνώνυμες μεταλλάξεις) είναι λιγότερο πιθανό να είναι ουδέτερες σε 
σύγκριση με τις υποκαταστάσεις που δεν επηρεάζουν το «νόημα» των κωδικονίων 
(συνώνυμες μεταλλάξεις). Η εγκαθίδρυση μεταλλάξεων που παρέχουν ένα επιλεκτικό 
πλεονέκτημα είναι εύκολα κατανοητή στα πλαίσια της θετικής επιλογής του 
Δαρβίνου. Αντίθετα, μεταλλάξεις που παρέχουν ένα επιλεκτικό μειονέκτημα 
εξαλείφονται μέσω της αρνητικής επιλογής [Domingo E., Holland J.J (1997)].    
Η πιθανότητα εγκαθίδρυσης μιας μετάλλαξης εξαρτάται όχι μόνο από τις 
σχετικές αλλαγές στην αρμοστικότητα του ιού αλλά σε μεγάλο βαθμό και από το 
μέγεθος του πληθυσμού. Συνεχείς κυτταροκαλλιέργειες που εμπλέκουν μικρούς 
ιικούς πληθυσμούς, είναι πιθανόν να οδηγούν στη συσσώρευση ουδέτερων 
μεταλλάξεων ή μεταλλάξεων που οδηγούν σε εξασθενημένο φαινότυπο (ένα 
φαινόμενο γνωστό ως Muller’s ratchet). Έτσι, οι συνεχόμενες αλλαγές στις ιικές 
γενεαλογίες δεν είναι απαραιτήτως προσαρμοστικού χαρακτήρα αλλά είναι πιθανόν 
να οφείλονται στην τυχαία δειγματοληψία [Domingo E., Holland J.J (1997)]. 
Ένας άλλος πιθανός μηχανισμός που ερμηνεύει τον διαφορετικό ρυθμό 
εξέλιξης των διαφόρων γενωμικών περιοχών ενός εντεροϊού είναι ο ομοτυπικός 
ανασυνδυασμός μεταξύ διαφορετικών συνυπαρχόντων γενεαλογιών, ο οποίος όμως 
δεν μπορεί να αναγνωριστεί. Η ευκολία με την οποία συμβαίνει ο ετεροτυπικός 
ανασυνδυασμός δείχνει ότι ο ομοτυπικός συμβαίνει ακόμα πιο συχνά [Cherkasova 
E.A. et al (2002)].       
 
   1.5.2 Ανασυνδυασμός 
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Με τον όρο ανασυνδυασμό αναφερόμαστε στον σχηματισμό νέων, 
ομοιοπολικά συνδεδεμένων συνδυασμών γενετικού υλικού προερχόμενα, είτε από 
δύο διαφορετικά πατρικά γενώματα, είτε από διαφορετικές πλευρές του ίδιου 
γενώματος. Πρόκειται για έναν πολύ σημαντικό μηχανισμό γενετικής 
ποικιλομορφίας, που συμβάλλει σε πολύ σημαντικές και κρίσιμες φυσιολογικές και 
αναπτυξιακές διαδικασίες των κυττάρων. Γενετικός ανασυνδυασμός έχει βρεθεί τόσο 
στους DNA όσο και στους RNA ιούς [Boehmer PE, Nimonkar AV (2003), Domingo 
E. (2006) , King AMQ (1988), Nagy PD, Simon AE (1997) , Plyusnin A. et al 
(2002)]. 
Ο γενετικός ανασυνδυασμός των RNA ιών αρχικά περιγράφτηκε για τους 
πολιοϊούς από τον Hirst το 1962. Επακόλουθες μελέτες προσδιόρισαν ότι η 
ανταλλαγή γενετικών στοιχείων συμβαίνει με συχνότητα ισότιμη με αυτή της 
ενσωμάτωσης μεταλλάξεων κατά την αντιγραφή, και επίσης ότι η συχνότητα του 
ανασυνδυασμού εξαρτάται από το βαθμό της ομολογίας μεταξύ των πατρικών RNA 
κλώνων και από την απόσταση μεταξύ των γενετικών δεικτών. Ιn vivo μελέτες 
έδειξαν ότι το 10-20% των ιικών γενωμάτων μπορεί να υφίστανται γενετικό 
ανασυνδυασμό κατά τη διάρκεια ενός μόνο κύκλου αναδιπλασιασμού [Duggal R. et 
al (1997)]. Το ποσοστό του ανασυνδυασμού ποικίλλει μεταξύ των διαφόρων ιών. 
Η εμφάνιση ανασυνδυασμού στο ιϊκό RNA μπορεί να επηρεαστεί από την 
ικανότητα λειτουργίας της RNA-πολυμεράσης, τις αμινοξικές υποκαταστάσεις στο 
ένζυμο, την πρωτογενή ακολουθία του RNA αλλά και την ομολογία ακολουθίας 
μεταξύ του αρχικού κλώνου και του κλώνου- δέκτη [G.Palacios and MS Oberste 
(2005), Alejska M. et al (2005)]. 
O ανασυνδυασμός παίζει σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη των RNA ιών. 
Βοηθάει στην εξάλειψη δυσμενών μεταλλάξεων που συσσωρεύονται κατά την ιική 
αντιγραφή και συνεπώς συμβάλλει στην διατήρηση ενός γενότυπου αγρίου τύπου. 
Επίσης, συμβάλλει στην δημιουργία ιικών στελεχών καλύτερα προσαρμοσμένων για 
επιβίωση όπως π.χ. η βελτιωμένη ικανότητά τους να αντιγράφονται στον 
γαστρεντερικό σωλήνα σε σχέση με τα πατρικά στελέχη. Τέλος, επιταχύνει την 
εξέλιξη μέσω της ανταλλαγής ολόκληρων γενετικών μονάδων μεταξύ διαφορετικών 
στελεχών του ίδιου (homotypic) ή και διαφορετικών οροτύπων (heterotypic) 
[Kyriakopoulou et al., (2011), Kyriakopoulou et al., (2010), Dedepsidis et al., (2008), 
Kottaridi et al. (2007), Wimmer E. et al (1993)].    
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Έχουν προταθεί δύο διαφορετικοί πιθανοί μηχανισμοί που οδηγούν σε 
γενετικό ανασυνδυασμό:  
 
Α. Ο αντιγραφικός μηχανισμός (replicative): Σύμφωνα με το μηχανισμό  
αυτό το εκμαγείο αλλάζει κατά τη διάρκεια της αντιγραφής δηλαδή η σύνθεση του 
συμπληρωματικού κλώνου ξεκινά πάνω σε ένα ιικό RNA και ξαφνικά σταματά και 
ξανασυνεχίζεται πάνω σε ένα άλλο ιικό RNA. Γι’ αυτό το λόγο αυτός ο μηχανισμός 
είναι γνωστός και ως μηχανισμός αλλαγής μήτρας (template switch). Όταν η 
μετάβαση από το ένα στο άλλο εκμαγείο είναι ακριβής, ο ανασυνδυασμός είναι 
ομόλογος. Αυτού του είδους ο ανασυνδυασμός παρατηρείται στα περισσότερα 
βιώσιμα ανασυνδυασμένα στελέχη τα οποία έχουν ανασυνδυαστεί μέσα στην κωδική 
περιοχή τους. Αντίθετα, μία μη ακριβής μετάβαση οδηγεί σε μη-ομόλογο 
ανασυνδυασμό όπως π. χ σε ελλείψεις και 
διπλασιασμούς. Αυτού του είδους ο 
ανασυνδυασμός είναι πιο πιθανός στις μη-
κωδικές περιοχές του ιικού γενώματος. Ο 
ανασυνδυασμός συμβαίνει κατά την 
σύνθεση των (-)RNA κλώνων για δύο 
κυρίως λόγους. Η συχνότητα του 
ανασυνδυασμού εξαρτάται σημαντικά από 
την διαθεσιμότητα των RNA μορίων που 
δρουν ως δέκτες και οι (+)RNA κλώνοι σε 
σύγκριση με τους (-)RNA κλώνους είναι 
πολύ περισσότεροι στο κυτταρόπλασμα των 
μολυσμένων κυττάρων. Επίσης οι (-)RNA 
κλώνοι βρίσκονται μέσα στο κύτταρο σε 
δίκλωνη μορφή (replicative intermediate) 
και σε αυτή τη  μορφή δεν είναι διαθέσιμοι 
για να δράσουν ως εκμαγεία.  
     Όσον αφορά τον αντιγραφικό 
μηχανισμό, πρέπει να υπάρχουν κάποιοι 
παράγοντες που διευκολύνουν τον 
τερματισμό της RNA σύνθεσης πάνω στο 
Εικόνα 1.5.2.1: Μηχανισμός αλλαγής 
μήτρας για τον ανασυνδυασμό μεταξύ 
RNA γενωμάτων. Οι μαύρες γραμμές 
αντιστοιχούν στα δύο RNA μόρια. Οι 
αυτοσυμπληρωματικές περιοχές παρι-
στάνονται ως a και a’. Η διακεκομένη 
γραμμή αντιστοιχεί στο νεοσυντιθέμενο 
RNA μόριο [Agol V.I. (1997)]   
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πρώτο εκμαγείο, τον διαχωρισμό του αναπτυσσόμενου κλώνου (πιθανόν μαζί με την 
RNA πολυμεράση) και την αναγνώριση της σωστής θέσης σύνδεσης πάνω στο 
δεύτερο εκμαγείο. Ο πρώιμος τερματισμός της RNA σύνθεσης είναι πιθανόν ότι 
προκαλείται από κάποιες δευτεροταγές δομές του εκμαγείου ή/και από την 
ενσωμάτωση ενός μη-συμπληρωματικού νουκλεοτιδίου. Ο εμπλουτισμός μιας RNA 
περιοχής με U (και πιθανόν Α) είναι πιθανόν ότι διευκολύνει τον διαχωρισμό του 
αναπτυσσόμενου RNA κλώνου μετά τον πρώιμο τερματισμό [Agol V.I. (2002)]. 
Είναι πιθανόν ότι η ακριβής αναγνώριση της θέσης σύνδεσης πάνω στο δεύτερο 
εκμαγείο εξασφαλίζεται από την αλληλεπίδραση μεταξύ του 3’ άκρου του 
αναπτυσσόμενου κλώνου και της συμπληρωματικής περιοχής του δεύτερου 
εκμαγείου. Ωστόσο, αυτή η αλληλεπίδραση φαίνεται πως εμπλέκει μόνο λίγα 
νουκλεοτίδια και έτσι η σύνδεση μπορεί εύκολα να είναι μη ακριβής λόγω των 
πολλαπλών μικρών επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών στο ιικό RNA. Ένας 
παράγοντας που ενδεχομένως μπορεί να φέρει τις κατάλληλες περιοχές των δύο 
εκμαγείων κοντά είναι ο σχηματισμός ενός ετεροδιμερούς από ανεστραμμένες 
επαναλήψεις που αντιστοιχούν σε ομόλογες περιοχές φουρκετών (εικόνα 1.5.2.1) 
[Agol V.I. (1997)].  
 
Β. Ο μη-αντιγραφικός μηχανισμός (nonreplicative): Σύμφωνα με το 
μηχανισμό αυτό, ένα ανασυνδυασμένο RNA γένωμα προκύπτει από την σύνδεση 
προσυντεθειμένων RNA τμημάτων προερχόμενων από την διάσπαση διαφορετικών 
πατρικών RNA μορίων. Θεωρητικά υπάρχουν τρεις πιθανοί τρόποι με τους οποίους 
μπορεί να προκύπτουν αυτά τα RNA τμήματα: i) από την πρώιμη λήξη της 
αντιγραφής, ii) από την αποικοδόμηση του ιικού RNA από κυτταρικές RNases, iii) 
από δραστικότητα ριβοενζύμου του ίδιου του ιικού RNA [Agol V.I. (2002)].  
Κατόπιν, η σύνδεση των RNA τμημάτων είναι πιθανόν ότι εμπλέκει είτε μία RNA 
λιγάση είτε κάποια δραστικότητα ριβοενζύμου [Agol V.I. (1997), de Quadros CA et 
al (1992), Domingo E. et al (2006), Gmyl AP et al (2003), King AMQ. et al (1988) , 
Nagy PD, Simon AE. et al (1997), Plyusnin A. et al (2002)]. 
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2 ΣΤΟΧΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ   
 
 Στόχος της εργασίας αυτής ήταν ο έλεγχος του επιπέδου ανοσίας του 
πληθυσμού της Κεντρικής Ελλάδας έναντι ανασυνδυασμένων στελεχών μη πολιο 
εντεροϊών που έχουν απομονωθεί στο παρελθόν είτε από το περιβάλλον είτε από 
περιστατικά άσηπτης μηνιγγίτιδας.  
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3 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
3.1 ΣΤΕΛΕΧΟΙ ΕΝΤΕΡΟΙΩΝ 
 
Στο πειραματικό μέρος της πτυχιακής εργασίας χρησιμοποιήθηκαν 7 στελέχη 
μη πολιο εντεροϊών. Στον πίνακα 3.1.1  παρουσιάζονται, το στέλεχος, η προέλευση, ο 
ορότυπος,ο τύπος και η θέση του ανασυνδυασμού καθώς και το έτος απομόνωσης.  
        Πίνακας 3.1.1  Τα δείγματα και τα χαρακτηριστικά τους ως προς τον πιθανό δότη, την 
προέλευση, τον ορότυπο, το έτος απομόνωσης  και την περιοχή  ανασυνδυασμού 
 
3.2 ΑΥΞΗΣΗ ΙΙΚΟΥ ΤΙΤΛΟΥ-ΜΟΛΥΝΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ RD 
 
Τα ιικά στελέχη διατηρούνταν στο εργαστήριο Μικροβιολογίας-Ιολογίας σε 
κυταρική σειρά Rd, στους -80οC. Για την αύξηση του ιικού τίτλου κάθε στελέχους, 
ώστε να πραγματοποιηθεί η τιτλοποίηση και εξουδετέρωση πραγματοποιήθηκε 
επιπλέον μόλυνση κυττάρων Rd.  Αρχικά, πραγματοποιήθηκε ο έλεγχος ποιότητας 
κυτταρικής σειράς Rd, έτσι ώστε να είναι δυνατή η μόλυνσή της από το δείγμα ιού, 
ενώ ταυτόχρονα το δείγμα του ιού αποψύχθηκε. Για τη μόλυνση, τα κύτταρα 
αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό D-MEM με 1% περιεκτικότητα σε Fetal Bovine 
Serum (FBS). Πραγματοποιήθηκε μεταφορά 1 ml από το δείγμα κάθε ιού σε 
πλαστική φιάλη κυτταροκαλλιέργειας (φλάσκα) Rd με 6ml θρεπτικού υλικού. 
Ακολούθησε επώαση στους 37οC, ενώ  παράλληλα παρατηρούσαμε καθημερινά για 
εμφάνιση πλήρους κυτταροπαθογόνου δράσης (cytopathic effects-CPE). Η παρουσία 
 
στέλεχος προέλευση ορότυπος Πιθανός δότης 
περιοχή 
ανασυνδυασμού ΕΤΟΣ 
Ηan Άσηπτη 
μηνιγγίτιδα 
E30  E30/HEV-B  2A 2001 
Gior Άσηπτη 
μηνιγγίτιδα 
E30               ΗΕV-B 5’-UTR/2A  2001 
LR11F7 Περιβαλλοντικά E7 E79/E86 3A-3C/3D 2005 
LR61G3 Περιβαλλοντικ E6 E6/E30 VP1/2C 2006 
LR31G7 Περιβαλλοντικά E3 E25 2A 2005 
EIS6B Περιβαλλοντικά E3 E25 2A 2009 
DAS 
85929 Άσηπτη 
μηνιγγίτιδα 
E13   
Δε φέρει ανασυνδυασμό  
2001 
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των εντεροϊών στην κυτταροκαλλιέργεια πραγαμτοποιήθηκε με μοριακή ανίχνευση 
της 5΄UTR περιοχής του γενώματός τους και περιγράφεται στις παραγράφους (3.3-
3.6)  
 
 
3.3 ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΤΟΥ RNA 
 
Πρώτο βήμα ήταν η εκχύλιση του ιικού γενετικού υλικού (RNA) που έγινε 
σύμφωνα με το πρωτόκολλο του Casas [Casas I. et al (1995)]. Συγκεκριμένα, μέσα σε 
eppendorf των 2ml τοποθετήθηκαν 300μl Lysis Buffer το οποίο αποτελείται από 4M 
GuSCN, 0,5 % N-lauroyl sacrosine, 1mM dithiotreitol και 25mM sodium citrate. 
Επίσης προστέθηκαν 10μl γλυκογόνου (100 mg/ml) και τέλος 100μl δείγματος από τη 
φιάλη κυτταροκαλλιέργειας. Ακολούθησε vortex του μίγματος και επώαση για 20 
λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια προστέθηκαν 400μl παγωμένης 
ισοπροπανόλης (-20 οC) και ακολούθησε ξανά vortex του μίγματος και επώαση για 20 
λεπτά στον πάγο. Μετά την επώαση, ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 
14000g και απομάκρυνση του υπερκειμένου. Στο ίζημα που απέμεινε προστέθηκαν  
500μl αιθανόλης 70% και στη συνέχεια ακολούθησε vortex για την διαλυτοποίηση 
του ιζήματος και ξανά φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 14000g. Τέλος, το 
υπερκείμενο απομακρύνθηκε και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 100μl ddH2O. Το RNA 
των δειγμάτων φυλάχθηκε στους -20 οC για μελλοντική χρήση.  
 
 
3.4 ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ (RT) 
 
Επειδή το γενετικό υλικό των εντεροϊών είναι RNA, η διαδικασία της 
αντίστροφης μεταγραφής κατά την οποία το RNA μετατρέπεται σε cDNA είναι 
απαραίτητη προκειμένου να ακολουθήσει PCR για την ενίσχυση της περιοχής του 
γενώματος που μας ενδιαφέρει (συγκεκριμένα 438bp). 
 Αρχικά προετοιμάζεται μίγμα το οποίο περιέχει για κάθε αντίδαση 1μl 
random primers d(N7) (Metabion) (100pmol/μl), 1μl 40mM dNTPs και ddH2O 
(5μl/tube). Σε eppendorf των 500μl προστέθηκαν 7μl/tube του παραπάνω μίγματος 
και 5μl RNA (από την εκχύλιση). Ακολούθησε φυγοκέντρηση και επώαση των 
eppendorf στους  65 οC για 5 λεπτά σε θερμοκυκλοποιητή Techne TC-512. Μετά την 
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επώαση, τα eppendorf τοποθετούνται στον πάγο και προετοιμάζεται το δεύτερο μίγμα 
το οποίο περιέχει για κάθε αντίδραση 4μl 5X first strand Buffer , 2μl 0,1M DTT, 
0,5μl RNAse out 20units/μl, 0,5μl M-MLV (Ιnvitrogen) (100units/μl) και 1μl ddH2O. 
Αφού προστέθηκαν 8μl του δεύτερου μίγματος σε κάθε eppendorf, 
πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση και εν συνεχεία ακολούθησε επώαση διαδοχικά σε 
τρεις διαφορετικές συνθήκες: 10 λεπτά στους 25 οC, 50 λεπτά στους 37 οC και 15 
λεπτά στους 70 οC. 
 
 
3.5 ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 
 
           Για την διαδικασία της PCR, με σκοπό την ανίχνευση εντεροϊού, 
χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών UG52/UC53 flap, το οποίο στοχεύει στην 5’-
UTR,. Και το μέγεθος του αναμενόμενου προϊόντος είναι 438 bp. Η ανίχνευση 
γίνεται σε αυτήν την γενωμική περιοχή, καθώς αποτελεί την πιο συντηρημένη 
περιοχή των εντεροϊών. Η αντίδραση της PCR έγινε σε μικροσωληνάρια των 200μl. 
Αρχικά προετοιμάζεται ένα μίγμα από το οποίο προστίθενται σε κάθε 
μικροσωληνάριο 47μl. Αυτά τα 47μl αποτελούνται από: 5μl διαλύματος dNTPs 
10mM, 1 μl MgCl2 25mM, 5μl ρυθμιστικού διαλύματος (Taq Buffer 10x), 1 μl από 
τον εκκινητή 50pmol/μl, 2.5 Units ενζύμου Taq Polymerase (Invitrogen) και ddH2O 
μέχρι τελικού όγκου 47μl. Τέλος σε κάθε μικροσωληνάριο προστέθηκαν 3μl cDNA. 
Κατόπιν τα μικροσωληνάρια τοποθετήθηκαν σε θερμικό κυκλοποιητή (Techne TC-
512) στις εξής συνθήκες: 
 
 
 
 
1 κύκλο 2 λεπτά στους 95 
οC για την αποδιάταξη του cDNA 
50 κύκλους 
 
-30 δευτερόλεπτα στους 95 οC για την αποδιάταξη 
του cDNA. 
-30 δευτερόλεπτα στους 63 οC, για τον υβριδισμό 
των εκκινητών 
-30 δευτερόλεπτα στους 72 οC για την επιμήκυνση 
των κλώνων από την Taq πολυμεράση 
1 κύκλο 
2 λεπτά στους 72 οC για την επιμήκυνση των 
ημιτελών κλώνων 
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3.6 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΤΗΣ PCR 
 
Για την ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων χρησιμοποιήθηκε πηκτή 
αγαρόζης σε συγκέντρωση 2%. Συγκεκριμένα, 1,2 gr αγαρόζης (Invitrogen Ultra-Pure 
Gel Agarose) και 60ml ΤΒΕ (Tris-Boric acid-EDTA) σμίχτηκαν, σε κωνική φιάλη 
των 250 ml. Ακολούθησε θέρμανση σε φούρνο μικροκυμάτων για περίπου 1 min, 
ώστε να λιώσει η αγαρόζη. Όταν το διάλυμα έφτασε σε θερμοκρασία περίπου 40°C 
προστέθηκε ποσότητα βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr2) τέτοια ώστε η τελική του 
συγκέντρωση να είναι 1 μg/ml. Το βρωμιούχο αιθίδιο παρεμβάλλεται μεταξύ των 
ζευγαριών βάσεων του δίκλωνου DNA, φθορίζοντας σε μήκος κύματος 290 nm. Στη 
συνέχεια το διάλυμα τοποθετήθηκε σε ειδική θήκη ηλεκτροφόρησης προκειμένου να 
πήξει. 
Μετά τον σχηματισμό της πηκτής αγαρόζης, 10 μl από κάθε PCR προϊόντος 
αναμιγνύονται με 2 μl χρωστικής κυανό της βρωμοφαινόλης και ακολουθεί η 
προσθήκη των δειγμάτων στις ειδικές θέσεις της πηκτής. Για τον προσδιορισμό του 
μήκους των PCR προϊόντων είναι απαραίτητη η προσθήκη ενός μάρτυρα μοριακού 
βάρους. Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε ο 100 bp DNA ladder (Invitrogen 
Life Technologies, Paisley, UK). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε τάση 120 
Volts και ένταση 50 mA για 30 min. Το πήκτωμα αγαρόζης τοποθετήθηκε σε 
συσκευή υπεριώδους φωτός UV Foto/Phoresis system (Fotodyne, Hartland, WI, 
USA) και στη συνέχεια φωτογραφήθηκε.  
 
3.7 ΜΕΤΡΗΣΗ ΙΙΚΟΥ ΤΙΤΛΟΥ 
 
Ο αριθμός των ιϊκών σωματιδίων που περιέχονται σε 100 μl του ιϊκού 
δείγματος αποτελεί τον τίτλο του ιού. Ο ιϊκός τίτλος υπολογίστηκε και για τα εφτά 
δείγματα που απομονώθηκαν από τα κλινικά και περιβαλλοντικά δείγματα, καθώς και 
για τα πρότυπα Sabin 1, Sabin 2 και Sabin 3. Σε πλάκα μικροτιτλοποίησης 96 θέσεων 
(εικόνα 3.8.1) προστέθηκαν 100 μl κυττάρων (περίπου 10.000 κύτταρα) ανά θέση. 
Την επομένη μέρα αφού τα κύτταρα προσκολλήθηκαν στις πλάκες, για κάθε ιϊκό 
δείγμα έγιναν σειριακές υποδεκαπλάσιες αραιώσεις έως την αραίωση 10-8. Σε κάθε 
πλάκα μικροτιτλοποίησης υπολογίστηκε ο τίτλος 2 διαφορετικών ιϊκών στελεχών. 
Συγκεκριμένα, για κάθε ιϊκό στέλεχος, σε 8 πλαστικούς σωλήνες των 2 ml (τύπου 
eppendorf) τοποθετήθηκαν 900 μl MM. Στη συνέχεια, 100 μl από το απόθεμα κάθε 
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ιϊκού στελέχους ενοφθαλμίστηκαν στον πρώτο πλαστικό σωλήνα δημιουργώντας έτσι 
την 10-1 αραίωση του ιϊκού δείγματος˙ 100 μl από την 10-1 αραίωση 
ενοφθαλμίστηκαν στο δεύτερο πλαστικό σωλήνα δημιουργώντας την 10-2 αραίωση 
του ιϊκού δείγματος κ.ο.κ. Η διαδικασία συνεχίστηκε μέχρι τη δημιουργία της 10-8 
αραίωσης. Στη συνέχεια, 400 μl της 10-1 αραίωσης του πρώτου ιϊκού στελέχους 
ενοφθαλμίστηκαν στις θέσεις Β2-Β5 (100 μl/θέση), ενώ 400 μl της 10-1 αραίωσης του 
δεύτερου ιϊκού στελέχους ενοφθαλμίστηκαν στις θέσεις Β6-Β9 (100 μl/θέση). Η 
διαδικασία επαναλήφθηκε μέχρι και τον ενοφθαλμισμό της 10-8 αραίωσης στην 
πλάκα. Στις στήλες 10 και 11 δεν προστέθηκε ιϊκό δείγμα καθώς αποτελούν τους 
αρνητικούς μάρτυρες. Η πλάκα τοποθετήθηκε για επώαση στους 37ºC και η 
παρακολούθησή της για εμφάνιση πλήρους κυτταροπαθογόνου δράσης σε 
καθημερινή βάση διήρκησε γύρω στις 5-7 ημέρες. Ο τύπος μέσω του οποίου 
υπολογίστηκε ο ιϊκός τίτλος είναι:  
logCCID50= L-d(S-0,5) 
CCID: Cell Culture Infective Dose 
L: η μεγαλύτερη αραίωση όπου εμφανίστηκε πλήρης κυτταροπαθογόνος δράση 
d: η εκθετική διαφορά μεταξύ των αραιώσεων  
S: το άθροισμα των θέσεων που παρατηρήθηκε πλήρης κυτταροπαθογόνος δράση. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Α 
 
  
Β 
 
C 
 
  
D 
 
E 
 
  
F 
 
G 
 
  
H 
 
 
                     
                  10-2      10-2      10-2      10-2     10-2      10-2      10-2      10-2      c.c        c.c 
 
 
  
  
 
              10-3        10-3      10-3      10-3     10-3      10-3      10-3      10-3      c.c       c.c 
 
  
  
 
              10-4     10-4      10-4      10-4     10-4      10-4     10-4      10-4       c.c       c.c 
 
                  10-5     10-5      10-5      10-5     10-5      10-5      10-5      10-5      c.c       c.c 
       
                   
                  10-6     10-6      10-6     10-6      10-6      10-6      10-6     10-6      c.c        c.c 
 
  
  
 
  
             10-7      10-7      10-7     10-7      10-7      10-7         10-7     10-7       c.c       c.c 
  
  
 
  
 
Εικόνα 3.8.1. Πλάκα μικροτιτλοποιήσης 
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3.8 ΟΡΟΕΞΟΥΔΕΤΕΡΩΣΗ 
 
         Στην διάθεσή μας είχαμε ορούς από τέσσερις διαφορετικές ηλικιακές ομάδες. 
Πιο συγκεκριμένα ο παρακάτω πίνακας, μας δίνει πληροφορίες για τον αριθμό των 
δειγμάτων-ορού σε κάθε μία από τις τέσσερις ηλικιακές ομάδες: 
 
Ηλικιακές 
ομάδες 
Aριθμός    
δειγμάτων 
         1-10 35 
         11-20 29 
         21-30 37 
         31-40 39 
  
         Αρχικά δημιουργήθηκαν μίγματα (pool)από τους ορούς για κάθε ηλικιακή 
ομάδα αναμιγνύοντας 100 μl από κάθε ορό κάθε ηλικιακής ομάδας. Στη συνέχεια, 
πραγματοποιήθηκε αραίωση 1/10 με  D-MEM και ακολούθησε αδρανοποίηση του 
ορού στους 56ο C, για 50 min. Η επώαση αυτή είναι απαραίτητη, για την 
απενεργοποίηση του συμπληρώματος και την αποφυγή κατά συνέπεια τυχόν 
αντιδράσεων μεταξύ των πρωτεϊνών του συμπληρώματος και του ιού [Mueller-
Eberhard H.J. (1988)]. Η συντήρηση των αδρανοποιημένων μιγμάτων ορών έγινε 
στους -20 C μοιρασμένων σε  aliquots έτσι ώστε να μην υφίσταται ο ορός αλλοιώσεις 
λόγω του παγώματος-ξεπαγώματος. 
        Η διαδικασία της οροεξουδετέρωσης εκτελέστηκε σε πλάκα μικροτιτλοποίησης 
96 θέσεων όπως φαίνεται στην εικόνα 3.9.1. Για κάθε ιικό στέλεχος χρησιμοποιήθηκε 
μία πλάκα. Κατά τη διαδικασία αυτή, προσθέσαμε 100μl D-MEM στις θέσεις Α2-
Η10. Μετά την προσθήκη του θρεπτικού υλικού, προστέθηκαν 200 μl αραιωμένου 
ορού(1/10) στις θέσεις Α1 και Β1 για το 1ο γκρουπ (ηλικίες 1-10), C1 και D1 για το 
2ο γκρουπ (ηλικίες 11-20), E1 και F1 για το 3ο γκρουπ (ηλικίες 21-30) και G1 και H1 
για το 40 γκρουπ (ηλικίες 31-40). Ακολούθησε η μεταφορά 100 μl από τη θέση Α1 
στη θέση Α2. Η διαδικασία αυτή μέσω πιπεταρίσματος ακολουθείται μέχρι τη θέση 
Α8, όπου έχουμε και απόρριψη των 100μl μετά το πιπετάρισμα. Αυτή η διεργασία 
επαναλαμβάνεται για κάθε σειρά, με αποτέλεσμα να έχουμε στην πλάκα τον 
αραιωμένο ορό από 1/10 μέχρι και 1/1280. Ακολούθησε η προσθήκη 100μl κάθε 
στελέχους συγκέντρωσης 100 TCID50/100 μl στις θέσεις Α1-Η9. Ακολουθεί επώαση 
της πλάκας στους 37 C, για 1 ώρα με αργή ανάδευση. Στο  στάδιο αυτό 
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πραγματοποιείται η πρόσδεση ιού-αντισώματος Τελευταίο στάδιο είναι η προσθήκη 
100μl κυττάρων Rd σε D-MEM 2% FBS. Τα κύτταρα προστίθενται σε όλες τις θέσεις 
της πλάκας και αυτή καλύπτεται με μεμβράνη για να επωαστεί στους 37 C στον 
κλίβανο. Οι στήλες 9, 10 και 11 ήταν οι θέσεις των virus control (μάρτυρας ιού, v.c), 
cell control (μάρτυρας κυττάρων, c.c) και serum control (μάρτυρας ορού, s.c) 
αντίστοιχα. Στο virus control έχω κύτταρα και ιό, στο cell control μόνο τα κύτταρα, 
ενώ στο serum control υπάρχει ο ορός μαζί με τα κύτταρα. Καθοριστικής σημασίας 
για την σωστή αξιολόγηση των αποτελεσμάτων ήταν ο έλεγχος του s.c, για την 
πιθανή εμφάνιση τοξικότητας του ορού. Η παρατήρηση της πλάκας γινόταν 
καθημερινά για να δούμε την εμφάνιση CPE σε κάθε ένα από τα πηγαδάκια στα 
οποία είχαν αναμειχθεί κύτταρα-ιός και ορός. Η παρατήρηση ολοκληρωνόταν μία 
μέρα μετά την εμφάνιση CPE: 4+ στο v.c, όπου και μετρούσαμε το αντίστοιχο 
επίπεδο των αντισωμάτων για κάθε ηλικιακή ομάδα έναντι ενός συγκεκριμένου ιϊκού 
στελέχους. Επίσης χρησιμοποιήθηκαν τα εμβολιακά στελέχη πολιοϊών Sabin 1, Sabin 
2 και Sabin 3 , έτσι ώστε να γίνει μία σύγκριση του επιπέδου των αντισωμάτων 
μεταξύ πόλιο και μη-πόλιο εντεροϊών. 
                                                     ΟΡΟΙ 
                    1/10   1/20    1/40    1/80   1/160 1/320  1/640 1/1280    v.c.     c.c.     s.c. 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1-10 Α 
 
  
1-10 Β 
 
11-20 C 
 
  
11-20 D 
 
21-30 E 
 
  
21-3 F 
 
31-40 G 
 
  
31-40 H 
 
 
 
 
        
 
 
  
  
 
  
 
  
  
 
  
 
       
        
 
  
  
 
  
 
  
  
 
  
 
  Εικόνα 3.9.1. Πλάκα οροεξουδετέρωσης 96 θέσεων(Οι στήλες αντιστοιχούν 
στις   αραιώσεις του ορού, ενώ οι σειρές στις αντίστοιχες ηλικιακές ομάδες) 
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4 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
4.1   ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ PCR 
 
Για την επιβεβαίωση παρουσίας ιικού γενώματος στις κυτταροκαλλιέργειες 
πραγματοποιήθηκε PCR με το ζεύγος εκκινητών UG52/UC53 flap.  Το μέγεθος του 
προϊόντος είναι 438bp.  Σαν θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε το πρότυπο 
εμβολιακό στελέχος Sabin 2 ενώ ως αρνητικός μάρτυρας δις απεσταγμένο νερό για 
να διαπιστωθεί η ύπαρξη τυχόν επιμόλυνσης κατά την προετοιμασία και διεξαγωγή 
της PCR.  
Στην εικόνα 3.3.3 παρουσιάζoνται ενδεικτικά τα αποτελέσματα της PCR για 
τα στελέχη Ηan και Gior και LR11F7. 
 
 
Εκκινητές Γενωμική 
Περιοχή 
Μέγεθος 
Προϊόντος  
Συγκέντρωση 
MgCl2 
UG52 Flap 
/UC53 Flap 
5’-UTR 438bp 1.5 mM 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3.3.3 Αποτελέσματα PCR στα  δείγματα Han, Gior και LR11F7, όπου στην πρώτη 
στήλη αντιστοιχεί ο μάρτυρας μοριακού βάρους, στην 1η ,2η  και 3η  τα δείγματά μας, στην 4η 
ένα θετικό κοντρόλ, ενώ στην 5η το αρνητικό κοντρόλ  
  L        1      2       3       4       5   
400bp 
1: Han  
2: Gior  
3: LR11F7 
4: Sabin 2 θετικός 
μάρτυρας  
5: ddH2O  
αρνητικός μάρτυρας  
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4.2 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΤΙΤΛΟΠΟΙΗΣΗΣ 
 
Στον παρακάτω πίνακα παρατίθενται τα αποτελέσματα της τιτλοποίησης για 
κάθε ιϊκό δείγμα (πίνακας 3.2.1): 
 
 
Δείγμα Han Gior LR11F7 LR61G3 LR31G7 DAS EIS6B S1 S2 S3 
TCID50 10
5.5 
10
3.5 
  10
3.67 
 10
4.625 
 10
3.625 
10
5.67 
 10
2.7 
10
6.75 
10
7.25 
10
8.5 
Πίνακας 3.2.1. Μέτρηση τίτλου κάθε ιικού δείγματος 
 
 
 
4.3    ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΟΡΟΕΞΟΥΔΕΤΕΡΩΣΗΣ 
 
              Μετά την τιτλοποίηση όλων των δειγμάτων (τουλάχιστον 100TCID50), 
ακολούθησε η διαδικασία της οροεξουδετέρωσης, για τον έλεγχο του επιπέδου των 
αντισωμάτων, έναντι των συγκεκριμένων δειγμάτων.  
           Τα αποτελέσματα παριστάνονται στους παρακάτω πίνακες για κάθε δείγμα ιού 
ξεχωριστά, αλλά και για κάθε μία από τις τέσσερις ηλικιακές ομάδες. Πιο 
συγκεκριμένα: 
Για το στέλεχος Ε30 Han: Στο γκρουπ της μικρότερης ηλικιακής ομάδας (1-
10) εμφανίστηκε μικρότερος τίτλος αντισωμάτων με εξουδετέρωση του ιού στην 
αραίωση 1/10, ενώ στα υπόλοιπα τρία γκρουπ (11-20, 21-30, 31-40) η εξουδετέρωση 
έφτανε μέχρι την αραίωση 1/20. 
Για το στέλεχος Ε30 Gior: Στο γκρουπ της μικρότερης ηλικιακής ομάδας (1-
10) εμφανίστηκε προστασία μέχρι και την αραίωση 1/20, ενώ στα υπόλοιπα 3α 
γκρουπ (11-20, 21-30, 31-40) η προστασία έφτανε μέχρι την αραίωση 1/40. 
Για το στέλεχος Ε7 LR11F7: Η μικρότερη ηλικιακή ομάδα (1-10), εμφάνισε 
την προστασία μέχρι και την αραίωση 1/20, η ηλικιακή ομάδα (11-20) εμφάνισε 
προστασία μέχρι και 1/80, που ήταν η μεγαλύτερη για το συγκεκριμένο στέλεχος, ενώ 
στις δύο μεγαλύτερες ηλικιακές ομάδες (21-30, 31-40) η προστασία έφτασε μέχρι και 
την αραίωση 1/40. 
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Για το στέλεχος Ε6 LR61G3: Στις ηλικιακές ομάδες 1-10 και 21-30, δεν 
υπάρχει καμία προστασία έναντι του συγκεκριμένου στελέχους, ενώ στις ηλικιακές 
ομάδες 11-20 και 31-40 τα άτομα εμφανίζουν την μικρότερη δυνατή προστασία μέχρι 
και την αράιωση 1/10. 
Για το στέλεχος Ε3 EIS6B: Σε καμία από τις ηλικιακές ομάδες δεν 
εμφανίστηκε προστασία έναντι του συγκεκριμένου στελέχους. 
Για το στέλεχος Ε3 LR31G7 : Και σε αυτήν την περίπτωση δεν υπάρχει 
κανένα επίπεδο ανοσίας έναντι του συγκεκριμένου στελέχους, σε καμία από τις 
τέσσερις ηλικιακές ομάδες. 
Για το στέλεχος Ε13 DAS 85929 : Δεν υπάρχει κανένα επίπεδο ανοσίας σε 
καμία από τις τέσσερις ηλικιακές ομάδες έναντι του στελέχους αυτού. 
Για την ορθή αξιολόγηση των αποτελεσμάτων, η διαδικασία της 
οροεξουδετέρωσης πραγματοποιήθηκε δύο φορές για κάθε δείγμα, ενώ παράλληλα 
έγιναν και οι αντίστοιχες μετρήσεις στα εμβολιασμένα στελέχη πολιοϊών Sabin 1, 2 
και 3. Η μέτρηση του επιπέδου αντισωμάτων έναντι των Sabin ήταν απαραίτητη, 
καθώς το επίπεδο τους είναι σαφώς πιο αυξημένο, εξαιτίας του εμβολιασμού του 
πληθυσμού έναντι του ιού της πολιομυελύτιδας. Τα αποτελέσματα λοιπόν που 
πήραμε για τα εμβολιακά στελέχη Sabin είναι τα εξής: 
Για το Sabin 1: Στις δύο πρώτες ηλικιακές ομάδες (1-10, 11-20) εμφανίζεται 
προστασία μέχρι και την αραίωση 1/80, η οποία είναι μεγαλύτερη από την αντίστοιχη 
προστασία στα δύο μεγαλύτερα ηλικιακά γκρουπ (21-30, 31-40) που φτάνει μέχρι την 
αραίωση 1/40. 
Για το Sabin 2: Σε τρεις από τις τέσσερις ηλικιακές ομάδες (1-10, 11-20 και 
31-40), εμφανίζεται προστασία μέχρι και την αραίωση 1/80, ενώ στο γκρουπ (21-30), 
το επίπεδο ανοσίας φτάνει μέχρι και την αραίωση 1/40. 
Για το Sabin 3: Στις δύο πρώτες ηλικιακές ομάδες (1-10, 11-20) εμφανίζεται 
προστασία μέχρι και την αραίωση 1/160, η οποία είναι μεγαλύτερη από την 
αντίστοιχη προστασία στα δύο μεγαλύτερα ηλικιακά γκρουπ (21-30, 31-40) που 
φτάνει μέχρι την αραίωση 1/40 
 
         Ο παρακάτω πίνακας παραθέτει όλα τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα 
από τη διαδικασία της οροεξουδετέρωσης που ακολουθήθηκε. 
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Στέλεχος Ορότυπος 
   Ανασυνδυασμός                  Οροεξουδετέρωση 
Περιοχή    Τύπος    1-10   11-20   21-30   31-40 
Han E30 2Α 
Ε30 /  
ΗΕV-B 1/10 1/20 1/20 1/20 
Gior E30 
5’- UTR 
/2C HEV-B 1/20 1/40 1/40 1/40 
LR11F7 E7 
3A-3C 
/3D E79/E86 1/20 1/80 1/40 1/40 
LR61G3 E6 VP1/2C E6/E30 KAMIA 1/10 KAMIA 1/10 
LR31G7 E3 2A E25 KAMIA KAMIA KAMIA KAMIA 
EIS6B E3 2Α E25 KAMIA KAMIA KAMIA KAMIA 
DAS E13 - - ΚΑΜΙΑ KAMIA KAMIA KAMIA 
        
S1    1/80 1/80 1/40 1/40 
S2    1/80 1/80 1/40 1/80 
S3    1/160 1/160 1/40 1/40 
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5 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Οι εντεροϊοί ευθύνονται για ένα πλήθος επιδημιών άσηπτης μηνιγγίτιδας σε 
όλο τον πλανήτη. Συγκεκριμένα, στην Ελλάδα έχουν παρατηρηθεί δύο επιδημίες 
άσηπτης μηνιγγίτιδας τα τελευταία χρόνια. Μία το 2001 και μία μεταγενέστερη το 
2007. Σε αυτές τις επιδημίες, κυρίαρχο ρόλο είχαν στελέχη Echo. Μερικά από αυτά 
ήταν τα E6, E30, E7, E13 [Nikolaos Siafakas et al (2004), Maria Logotheti et al 
(2009), Christine Kottaridi et al (2005)].  
Στην παρούσα μελέτη, προσπαθήσαμε να ανιχνεύσουμε την ύπαρξη 
αντισωμάτων έναντι ανασυνδυασμένων στελεχών μη-πόλιο εντεροϊών σε ορούς 
ατόμων από την Κεντρική Ελλάδα. Οι οροί αυτοί, συλλέχθηκαν το 2008, χρονολογία 
μεταγενέστερη και των δύο επιδημιών. Εκτός από την ανίχνευση αντισωμάτων έναντι 
των ανασυνδυασμένων στελεχών, προσπαθήσαμε να προσδιορίσουμε και το επίπεδο 
των αντισωμάτων αυτών. 
Τα στελέχη τα οποία χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη είχαν 
ανιχνευθεί και ταυτοποιηθεί σε προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου 
Μικροβιολογίας-Ιολογίας του τμήματος Βιοχημείας-Βιοτεχνολογίας του Παν. 
Θεσσαλίας. Έξι από αυτά αποτελούσαν ανασυνδυασμένα στελέχη μη-πόλιο 
εντεροϊών, ενώ ένα από αυτά, το DAS, δεν εμφάνισε ένδειξη ανασυνδυασμού στο 
γένωμά του. Από τα στελέχη που μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία τρία είναι 
κλινικά στελέχη τα οποία απομονώθηκαν κατά τη διάρκεια επιδημίας άσηπτης 
μηνιγγίτιδας στην Ελλάδα το 2001, ενώ τα τέσσερα είναι περιβαλλοντικά στελέχη 
που απομονώθηκαν από την περιοχή της Θεσσαλίας.  
Όσων αφορά τα κλινικά στελέχη, δύο από αυτά, το Ηan και το Gior ανήκουν 
στον ορότυπο Ε30, ενώ ένα, το DAS, στον ορότυπο Ε13. Η αλληχούχιση και μοριακή 
επιδημιολογική ανάλυση του γονιδιώματος των Ε30 στελεχών έδειξε ότι ενώ τα 
στελέχη αυτά ανήκουν στον ίδιο ορότυπο, ανήκουν σε διαφορετικές φυλογενετικές 
ομάδες, οδηγώντας στο συμπέρασμα ότι την περίοδο της επιδημίας κυκλοφόρησαν 
δύο διαφορετικά στελέχη Ε30 [Kyriakopoulou et al. (2013)]. Η ανάλυση ολόκληρου 
του γονιδιώματος των δύο στελεχών έδειξε ότι είναι ανασυνδυασμένα φέροντας όμως 
διαφορετικούς τύπους ανασυνδυασμών. Το στέλεχος Ηan φέρει ανασυνδυασμό στην 
2Α γενωμική περιοχή, ενώ το στέλεχος Gior είναι διπλά ανασυνδυασμένο στην 5’-
UTR και 2C γενωμική περιοχή. Οι δότες των γενωμικών περιοχών δεν έχουν 
ταυτοποιηθεί.  
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Όσον αφορά τον έλεγχο του επιπέδου των αντισωμάτων για τα Ε30 στελέχη    
έχουμε εμφάνιση αντισωμάτων και στις τέσσερις ηλικιακές ομάδες. Εντούτοις 
χαμηλότερα επίπεδα αντισωμάτων παρουσιάζονται στην ηλικιακή ομάδα 1-10. Αυτό 
το αποτέλεσμα, μας οδηγεί στο συμπέρασμα πώς τα συγκεκριμένα στελέχη, που 
απομονώθηκαν  κατά τη διάρκεια της  επιδημίας άσηπτης μηνιγγίτιδας του 2001 
[Christine Kottaridi et al (2005)] έχουν δημιουργήσει ένα επίπεδο αντισωμάτων, το 
οποίο ως είναι λογικό είναι υψηλότερο στα άτομα μεγαλύτερης ηλικίας. Πιθανότατα 
το μειωμένο επίπεδο αντισωμάτων στα άτομα μικρότερης ηλικίας οφείλεται στην 
χρονική διαφορά μεταξύ της επιδημίας και της γέννησης των ατόμων αυτής της 
ηλικιακής ομάδας.  
 Εντούτοις, το επίπεδο προστασίας έναντι του Gior είναι μεγαλύτερο σε όλες 
τις ηλικιακές ομάδες, σε σχέση με το Han. Έχει βρεθεί  ότι οι ανασυνδυασμοί 
μπορούν να αλλάξουν ορισμένες ιδιότητες των εντεροϊών όπως την παθογένεια, την 
μολυσματικότητα, τον κυτταρικό τροπισμό και την θερμοανθεκτικότητα [R.Butsch et 
al (2013), T.Zhang et al (2013), S. Jegouic et al (2009), Q. Sun et al (2012), Pliaka et 
al., ]. Συνεπώς, μπορούν να διατυπωθούν διάφορες υποθέσεις, σχετικά με τη διαφορά 
στο επίπεδο αντισωμάτων που παρουσιάζεται μεταξύ των δύο αυτών στελεχών. 
Ενδεχομένως,  η διαφορά αυτή να είναι απόρροια τυχόν μεταλλάξεων σε διάφορες 
περιοχές ανά το γονιδίωμα του ιού ή και περιπτώσεων ανασυνδυασμού που όπως 
προαναφέρθηκε μπορεί να επηρεάσουν  διάφορες ιδιότητες ενός στελέχους. Μπορεί 
λοιπόν ο ανασυνδυασμός που φέρει το στέλεχος Gior να το καθιστά περισσότερο 
μολυσματικό με αποτέλεσμα να μεταδίδεται σε περισσότερα άτομα και να 
κυκλοφορεί ευρέως σε ένα δεδομένο πληθυσμό έχοντας σαν αποτέλεσμα μεγαλύτερο 
διάστημα έκθεσης του συγκεκριμένου στελέχους στον πληθυσμό που εξετάστηκε.  
Από την άλλη μεριά, μελέτες των προηγούμενων ομάδων του εργαστηρίου 
πάνω στο DAS 85929, έδειξαν ότι πρόκειται για μη-ανασυνδυασμένο στέλεχος Ε13. 
Έναντι του στελέχους αυτού δεν παρατηρήθηκε παρουσία αντισωμάτων σε καμία 
ηλικιακή ομάδα.  Ενδεχομένως να μην υπάρχει επαφή του συγκεκριμένου στελέχους 
με τα άτομα που περιλήφθησαν στην παρούσα εργασία. Αυτό θα μπορούσε να 
δικαιολογηθεί πιθανόν από την μικρή μολυσματικότητα του συγκεκριμένου 
στελέχους, με αποτέλεσμα να μην κυκλοφόρησε σε πολλά άτομα εκείνη τη χρονική 
περίοδο. 
Όσον αφορά στο περιβαλλοντικό στέλεχος LR11F7, έχουν αναφερθεί δύο 
γεγονότα ανασυνδυασμού, στις περιοχές 3A-3C  και στην 3D. Και για το στέλεχος 
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LR11F7, έχουμε την ύπαρξη αντισωμάτων και στις τέσσερις ηλικιακές ομάδες. Η 
μεγαλύτερη προστασία έναντι του στελέχους αυτού εντοπίστηκε στο 2ο γκρουπ (11-
20 ετών) και με τίτλο αντισωμάτων 1/80 και η μικρότερη προστασία στο 1ο γκρουπ 
(1-10 ετών), με τίτλο αντισωμάτων 1/20, ενώ στις μεγαλύτερες ηλικιακές  ομάδες το 
επίπεδο των αντισωμάτων ήταν 1/40. Πολύ πιθανόν, για το Ε7 στέλεχος, που 
απομονώθηκε από το περιβάλλον το 2005, εμφανίζονται αυξημένα τα επίπεδα 
αντισωμάτων λόγω της μικρής χρονικής διαφοράς μεταξύ της απομόνωσης του ιού 
και της συλλογής των ορών. Σε αυτήν την περίπτωση θα μπορούσαμε να υποθέσουμε, 
πώς το συγκεκριμένο στέλεχος ήρθε σε επαφή με τον πληθυσμό, με αποτέλεσμα την 
παραγωγή αντισωμάτων αλλά κυκλοφόρησε κυρίως μέσω ασυμπτωματικών 
μολύνσεων. 
Το LR61G3 που απομονώθηκε από το περιβάλλον το 2006 εμφανίζει μία 
πολύ υψηλή αμινοξική ομοιότητα (περίπου στο  98%) με το στέλεχος (Ε6) που 
προκάλεσε επιδημία μηνιγγίτιδας ένα χρόνο αργότερα. Το στέλεχος αυτό φέρει έναν 
ενδο-οροτυπικό ανασυνδυασμό στη VP1 περιοχή, ενώ παράλληλα στην 2C περιοχή 
που αποτελεί και “hot spot’’ σημείο των ανασυνδυασμών φέρει διαροτυπικό 
ανασυνδυασμό, συμβάλλοντας με αυτόν τον τρόπο στην εξέλιξή του 
[Z.Kyriakopoulou et al (2011)]. Όσον αφορά τα αποτελέσματα της 
οροεξουδετέρωσης έναντι του συγκεκριμένου στελέχους, δεν είχαμε καμία 
προστασία στο 1ο (1-10) και 3ο γκρουπ (21-30) ηλικιακής ομάδας, ενώ στο 2ο (11-20) 
και στο 4ο (31-40) εμφανίστηκε οριακή προστασία 1/10. Παρόλα αυτά η τιμή των 
αραιώσεων και στις δύο ηλικιακές ομάδες είναι οριακή κάτι που δεν μας επιτρέπει να 
βγάλουμε ασφαλές συμπέρασμα σχετικά με το επίπεδο αντισωμάτων έναντι του 
συγκεκριμένου στελέχους. Το συγκεκριμένο στέλεχος αν και κυκλοφόρησε κατά τη 
διάρκεια της επιδημίας του 2007 εντούτοις δεν ήταν το κύριο στέλεχος της επιδημίας 
αφού απομονώθηκε σε περιορισμένο αριθμό ασθενών και κατά συνέπεια δεν 
παρουσίασε μεγάλη εξάπλωση στον πληθυσμό [Maria Logotheti et al (2009)].  
Τα δείγματα LR31G7 και ΕΙS6B έχουν παρόμοια νουκλεοτιδική αλληλουχία, 
με διαφορά στο έτος εμφάνισης (2005 και 2009 αντίστοιχα). Ο ανασυνδυασμός έχει 
γίνει στην 2Α περιοχή [Kyriakopoulou Z. et al (2010)]. Έναντι και των δύο στελεχών 
δεν ανιχνεύτηκαν αντισώματα σε καμία από τις τέσσερις ηλικιακές ομάδες. Τα 
στελέχη αυτά που απομονώθηκαν από το περιβάλλον δεν σχετίζονται με κάποια 
επιδημία. Βιβλιογραφικά αναφέρεται ότι ο συγκεκριμένος ορότυπος αν και ήταν 
μεταξύ των  πιο συνηθισμένων  οροτύπων , που είχαν απομονωθεί από περιστατικά 
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παθήσεων του ΚΝΣ τη δεκαετία του 1970 στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής, 
αποτελεί ένα σπάνιο ορότυπο  για την Ευρώπη [Khetsuriani et al., (2006),  Antona et 
al., (2007)].  Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι αν και ο ιός απομονώθηκε από 
περιβαλλοντικό δείγμα, εντούτοις δεν έχουμε την παρουσία ανιχνεύσιμων 
αντισωμάτων έναντι αυτού. Αυτό ενδεχομένως να οφείλεται στη χαμηλή 
μολυσματικότητα του στελέχους και επομένως στη  περιορισμένη  κυκλοφορία του 
στον πληθυσμό, γεγονός που οδηγεί στην παραγωγή χαμηλού ή μη ανιχνεύσιμου 
επιπέδου  αντισωμάτων.   
Τέλος για να ελέγξουμε την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων, κάναμε την 
αντίστοιχη διαδικασία μελετώντας το επίπεδο των αντισωμάτων έναντι των τριών 
εμβολιακών στελεχών Sabin. Τα επίπεδα των αντίστοιχων αντισωμάτων είναι πολύ 
υψηλότερα και στους τρεις ορότυπους, κάτι που οφείλεται στον εμβολιασμό των 
ατόμων αυτών με τα εμβολιακά στελέχη. Ταυτόχρονα παρατηρούμε, ότι και για τους 
τρεις οροτύπους, τα επίπεδα των αντισωμάτων είναι πιο αυξημένα στις μικρότερες 
ηλικιακές ομάδες (1-10,11-20), από ότι στις μεγαλύτερες (21-30,31-40). Αυτό 
οφείλεται στον πιο πρόσφατο εμβολιασμό των ατόμων μικρότερης ηλικίας με τα 
αντίστοιχα εμβολιακά στελέχη, καθώς επίσης και στους επαναληπτικούς 
εμβολιασμούς με αναμνηστικές δόσεις.  
Από τα ανωτέρω αποτελέσματα, διαπιστώσαμε την ύπαρξη αντισωμάτων έναντι 
στελεχών που ανήκουν στου οροτύπους Ε30 και Ε7, οριακά επίπεδα αντισωμάτων 
έναντι του Ε6 και καθόλου έναντι των στελεχών Ε3 και Ε13. Αυτό πιθανόν να 
οφείλεται στην αυξημένη μολυσματικότητα των συγκεκριμένων στελεχών Ε30 και Ε7 
και την ικανότητά τους για επανακυκλοφορία στον πληθυσμό, με αποτέλεσμα τη 
παραγωγή υψηλού επιπέδου αντισωμάτων.  Το κατά πόσο ένας συγκεκριμένος 
ανασυνδυασμός μπορεί να επηρεάσει τη μολυσματικότητα, την επιβίωση και την 
κυκλοφορία ενός στελέχους σε ένα πληθυσμό είναι ερωτήματα που παραμένουν 
αναπάντητα και απαιτούν τον συνεχή έλεγχο της παρουσίας ανασυνδυασμένων 
στελεχών σε ένα πληθυσμό τόσο σε επίπεδο κλινικών περιστατικών όσο και σε 
επίπεδο περιβάλλοντος. 
Τα ανωτέρω  μας οδηγούν στο συμπέρασμα ότι ο έλεγχος του περιβάλλοντος  
είναι πολύ σημαντικός, γιατί αναδεικνύει στελέχη που κυκλοφορούν στον πληθυσμό 
ανεξάρτητα από τα συμπτώματα. Επιπλέον, ο έλεγχος ανοσίας δίνει σημαντικές 
πληροφορίες για την είσοδο «νέων και πιθανώς εξελιγμένων» στελεχών σε ένα 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 10:16:25 EET - 137.108.70.7
 46 
 
δεδομένο πληθυσμό και κατά πόσο υπάρχει ή όχι ικανοποιητικό επίπεδο 
αντισωμάτων και κατά συνέπεια προστασίας έναντι των ιών αυτών.      
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